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Yleisimmin niiden liukenemisnopeutta tutkitaan farmakopean laitteilla 1 ja 2, jotka perustuvat näytteenottoon ja liukenemat-
toman fraktion erotukseen. Niiden luotettavuus riippuu liukenemattoman fraktion erotuksen onnistumisesta. Mitä pienempiä 
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menetelmiä. Dialyysimenetelmissä erotuksen onnistuminen ei ole ongelmana, mutta nopeasti vapauttavia formulaatioita 
tutkittaessa nopeutta rajoittavana vaiheena on liukenemisen sijasta diffuusio membraanin läpi. Sähkökemialliseen detektioon 
perustuvia in situ -menetelmiä voidaan käyttää vain elektroaktiivisille yhdisteille. In situ -UV-anturin käyttökelpoisuutta rajoittaa 
nanokiteiden aiheuttama UV-alueen absorbanssi. Valonsirontaan perustuvilla menetelmillä on toistaiseksi mitattu lähinnä 
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Työssä verrattiin valonsironta-, dialyysi- ja farmakopean lapamenetelmien soveltuvuutta indometasiininanosuspensioiden 
liukenemisnopeuden määrittämiseen. Sirontamittaukset tehtiin Zetasizer-laitteella. Vertailtavana oli kolme poloksameeri 
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vaiheena oli liuenneen indometasiinin diffuusio dialyysimembraanin läpi. 
 
Valonsirontamenetelmä oli tutkituista menetelmistä ainoa, jolla nähtiin eroja erikokoisten nanosuspensioiden liukenemisessa. 
Se soveltui parhaiten käytettäväksi silloin, kun hiukkaskokojakauma on melko kapea. Valonsirontamenetelmä oli melko pienen 
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membrane. 
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applicable to narrow crystal size distributions. It is a fairly small scale method requiring only 1 mL of dissolution medium and 
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KIRJALLISUUSKATSAUS 
1 JOHDANTO 
Lääkevalmisteen liukenemisnopeuden tutkiminen on eräs lääketeollisuudessa 
ja -tutkimuksessa käytetyistä perustesteistä. Kun lääkeaineen liukenemisen ja 
liukenemisnopeuden merkitys aineen biologiseen hyötyosuuteen oli 1970-luvulla 
ymmärretty, liukenemisnopeuden tutkiminen otettiin mukaan lääkevalmisteen 
farmakopean mukaisiin vaatimuksiin (Dokoumetzidis ja Macheras 2006). Liukenemis-
nopeuskokeiden arvo ymmärrettiin lääkevalmisteiden laaduntarkkailun välineenä. Tämän 
jälkeen alettiin tarkastella in vitro – in vivo -korrelaatiota, eli in vitro -liukenemisnopeus-
kokeiden tulosten ja in vivo -lääkeainepitoisuuksien välistä yhteyttä.  Tämä tarkastelu 
johti biofarmaseuttisen luokittelujärjestelmän (BCS, biopharmaceutical classification 
system) kehittämiseen (Amidon ym. 1995). Tässä järjestelmässä lääkeaineet jaetaan liu-
koisuuden ja biologisen imeytyvyyden perusteella neljään luokkaan, BCS I – BCS IV. 
Erityisesti luokan BCS II lääkeaineilla, jotka ovat niukkaliukoisia, mutta hyvin 
imeytyviä, lääkevalmisteen liukenemisnopeusprofiilin vaikutus saavutettuun 
plasmapitoisuusprofiiliin on suuri. 
Uusien lääkeaineiden kehityksessä trendinä on jo pitkään ollut yhä niukkaliukoisempien 
johtoyhdisteiden tutkiminen (Lipinski ym. 2001). Eräs strategia niukkaliukoisten yhdis-
teiden hyötyosuuden parantamiseksi on lääkeaineen muokkaaminen erilaisiksi nano-
kokoisiksi hiukkasiksi, joista yksinkertaisimpia ovat nanokiteet (Müller ja Keck 2012). 
Nanokiteiden tutkimus alkoi 1990-luvulla ja ensimmäinen kaupallinen nanokidevalmiste 
tuli markkinoille vuonna 2000 (Müller ja Keck 2012; Dizaj ym. 2015). Nanokiteiden 
käyttö ei kuitenkaan ole vielä kovin laajaa, mikä johtuu muun muassa niiden vaikeasti 
ennustettavista farmakokineettisistä ominaisuuksista (Shah ym. 2016). 
Tässä kirjallisuuskatsauksessa esitellään menetelmiä, joita on käytetty nanokiteiden 
liukenemisnopeuden tutkimisessa. Työn kokeellisessa osassa vertaillaan valonsironta-, 
dialyysi- ja farmakopean lapamenetelmän käyttöä indometasiininanosuspensioiden 
liukenemisnopeuksien määrittämisessä. 
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2 NANOKITEET 
2.1 Määritelmä 
Nanokiteet ovat eräs nanohiukkasten alatyyppi. Nanohiukkaset määritellään farmasiassa 
usein hiukkasiksi, joiden koko on alle 1 µm (Heng ym. 2008). Yhdysvaltain farmakopean 
USP:n mukaan varsinaisia nanohiukkasia ovat hiukkaset, joilla ainakin 1 dimensio on alle 
100 nm (USP 2014). Samaa 100 nm:n rajaa käytetään myös kolloidikemiassa nano-
hiukkasista puhuttaessa. Farmaseuttisissa sovelluksissa tavoitekoko on usein noin 
300 nm tai alle (Heng ym. 2008). Tässä kokoluokassa saavutetaan etua muun muassa 
liukenemisnopeuden suhteen, samalla kun valmistaminen ja analysointi ovat vielä melko 
yksinkertaisia hyvin pieniin, alle 100 nm:n hiukkasiin verrattuna. 
Farmaseuttiset nanokiteet koostuvat puhtaasta, pääosin kiteisestä lääkeaineesta (Peltonen 
2013). Sellaisenaan nanokokoiset kiteet ovat epästabiileja ja pyrkivät aggregoitumaan, 
joten ne stabiloidaan käyttäen esimerkiksi pinta-aktiivisia aineita tai polymeereja. Niitä 
voidaan valmistaa joko bulkkimateriaalista hienontamalla tai molekyyleistä lähtien, 
esimerkiksi liuoksesta saostamalla. Varsinkin jauhamalla valmistetuissa nanokiteissä voi 
olla mukana myös amorfista ainetta, mutta yleensä osittain amorfisistakin hiukkasista 
käytetään nimitystä nanokide. Nanokiteet voidaan formuloida joko suspensioksi tai 
kuivata nanokiteiksi. 
2.2 Nanokiteiden fysikokemialliset ominaisuudet 
Nanokiteiden fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet eroavat bulkkimateriaalin 
ominaisuuksista. Kun hiukkaskoko pienenee, ominaispinta-ala massayksikköä kohden 
kasvaa suhteessa halkaisijan neliöön. Tällöin pinnan ominaisuuksien vaikutus materiaalin 
ominaisuuksiin on suurempi kuin makrokokoisilla hiukkasilla. Sekä yhdisteen sulamis-
piste että sulamisentalpia alenee hiukkaskoon pienentyessä (Buffat ja Borel 1976; Zhang 
ym. 2000). 
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Hiukkaskoon pienentäminen kasvattaa liukenemisnopeutta ominaispinta-alan kasvun 
myötä, ja pienempi hiukkasen kaarevuussäde parantaa myös termodynaamista 
liukoisuutta Gibbs–Kelvinin yhtälön mukaisesti, 
𝑙𝑛 (
𝑐
𝑐𝑠
) =
2𝛾𝑉𝑚
𝑟1𝑅𝑇
, ( 1 ) 
jossa c on pienten ja cs suurten hiukkasten liukoisuus, γ pintajännitys, Vm hiukkasten 
mooolitilavuus, r1 pienten hiukkasten säde, R moolinen kaasuvakio ja T lämpötila (Van 
Eerdenbrugh ym. 2010). Tämä liukoisuuden kasvu on lääkeaineilla yleensä merkittävää 
vasta, kun hiukkaskoko on noin 100 nm tai alle (Van Eerdenbrugh ym. 2010; Anhalt ym. 
2012). Liukoisuuden riippuvuus partikkelikoosta on vaikea mitata kokeellisesti sekä peri-
aatteellisten että käytännöllisten syiden vuoksi. Koska koon pienentäminen vaikuttaa 
useimmiten myös pintakemiaan, pinnan morfologiaan, kiteisyyteen ja kiderakenteeseen, 
on hiukkaskoon kontribuutiota vaikea erottaa kokonaismuutoksesta (Misra ym. 2012). 
Nanohiukkasten stabiloiminen vaatii pinnan kemiallisten ominaisuuksien muokkaamista 
pintamodifikaatioilla tai pinta-aktiivisten aineiden lisäämistä nanosuspensioon 
tai -emulsioon, mikä vaikuttaa liukenemisominaisuuksiin. Liukoisuuden määrittämisessä 
on myös teknisiä haasteita, koska liukenemattomien nanohiukkasten erottaminen 
liuenneesta aineesta on haastavaa (Van Eerdenbrugh ym. 2010). Hiukkaskoon pienen-
tämisellä saavutettu liukoisuusetu voidaan menettää, jos jauhatuksessa tapahtuu poly-
morfimuutos paremmin liukenevasta muodosta niukkaliukoisemmaksi (Lai ym. 2009). 
Nanohiukkaset ovat bulkkimateriaalia huonommin kostuvia, mikä voi johtaa hiukkasten 
hakeutumiseen liuoksesta rajapinnoille (Dokoumetzidis ja Macheras 2006; Heng ym. 
2008). Liukenemistutkimuksissa onkin saatu hyvin vaihtelevia tuloksia verrattaessa 
nanohiukkasten liukoisuutta tai liukenemisnopeutta bulkkimateriaaliin, kuten taulukon 1 
esimerkit osoittavat. 
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Taulukko 1. Liukoisuuden (a) tai liukenemisnopeuden (b) muutos, 
nanohiukkanen verrattuna bulkkimateriaaliin 
Kasvaa Ei muutu Pienenee 
ZnO (a), 2–241 nm 
(Bian ym. 2011) 
ZnO (a/b), 200 nm 
(Franklin ym. 2007)  
Hydroksiapatiitti (b), 100–
500 nm 
(Tang ym. 2004) 
Itrakonatsoli (a) 
(Van Eerdenbrugh ym. 
2010) 
 Naprokseeni (a) 
(Van Eerdenbrugh ym. 
2010) 
 
2.3 Nanokiteet farmasiassa 
Nanokiteet tulivat farmasiaan 90-luvulla, kun perinteiset formulaatiostrategiat eivät 
riittäneet entistä niukkaliukoisemmille lääkeaineille (Müller ja Keck 2012). Nano-
hiukkasten bulkkimateriaalia parempaa liukoisuutta voidaan käyttää hyödyksi niukka-
liukoisten lääkeaineiden biologisen hyötyosuuden parantamisessa (Torchilin 2006). 
Ensimmäinen kaupallinen nanokidevalmiste oli sirolimuusia vaikuttavana aineena 
sisältävä Rapamune®, joka tuli markkinoille vuonna 2000 (Dizaj ym. 2015). Koska nano-
kiteistä sirolimuusia sisältävien tablettien biologinen hyötyosuus oli parempi kuin oraali-
suspension, lääkemuoto voitiin vaihtaa jäähdytystä vaativasta suspensiosta tabletiksi, 
mikä oli sekä valmistajan että käyttäjän kannalta edullista. Seuraavana vuonna mark-
kinoille tuotiin toinenkin nanovalmiste, Emend®-kapseli (arepitantti). Nanokiteillä voi-
daan saavuttaa vastaava biologinen hyötyosuus kuin muodostamalla paremmin liukeneva 
suolamuoto niukkaliukoisesta lääkeaineesta (Xu ym. 2015). Nanohiukkasten käyttö voi 
mahdollistaa myös tuotteen elinkaaren pidentämisen (Dizaj ym. 2015). Nanofor-
mulaatiolla voidaan vähentää eroa lääkeaineen hyötyosuudessa aterian jälkeen ja paasto-
tilassa (Shegokar ja Müller 2010; Merisko-Liversidge ja Liversidge 2011). Kaupallisia 
nanokiteitä sisältäviä lääkeaineita on markkinoilla saatavana joitakin kymmeniä 
valmisteita, ja useampia on tutkittu (Shegokar ja Müller 2010; Dizaj ym. 2015). 
Kaupallisten valmisteiden melko pieni määrä johtunee muun muassa siitä, että hyvä 
liukeneminen in vitro ei takaa hyvää biologista hyötyosuutta (Sarnes ym. 2014; Shah ym. 
2016). Joskus vertailuvalmistetta huonommasta in vitro -liukenemisprofiilista huolimatta 
nanokideformulaation biologinen hyötyosuus on parempi (Fu ym. 2015). In vitro -kokeen 
hidas liukeneminen voi johtua nopeaa liukenemisvaihetta seuraavasta saostumisesta 
(Abouelmagd ym. 2015). 
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Eräs huomionarvoinen nanokiteiden käyttösovellus on syöpälääkitys. Koska kasvaimen 
verisuonet ovat vuotavampia kuin normaalit suonet, nanohiukkaset pääsevät kasvain-
kudokseen helpommin kuin normaaliin kudokseen (Yuan ym. 1995). Lisäksi kasvaimen 
imusuonitus on usein heikkoa, jolloin nanohiukkaset poistuvat kudoksesta melko hitaasti. 
Normaalisti makrofagit eliminoivat nanohiukkaset elimistöstä melko nopeasti (Torchilin 
2006). Eliminaatiota voidaan hidastaa muun muassa pegyloinnilla, koska makrofagit 
eivät tunnista hydrofiilista pegyloitua pintaa vierasaineeksi. 
Tuoreessa katsausartikkelissaan Peltonen työtovereineen (2015) korosti, että nano-
kiteiden kriittiset laatuominaisuudet, jotka vaikuttavat kussakin valmistusprosessin 
vaiheessa, tulisi tuntea nykytilannetta paremmin. Nanokiteiden toksisuuden arviointikin 
voi olla haastavaa, koska pienestä koostaan johtuen nanokiteet voivat päästä soluun 
sisälle pinosytoosilla ja saada aikaan paikallisen toksisen vaikutuksen (Chang ym. 2015). 
Nanosuspensio on hyvä formulaatio uuden lääkeaineen kehitysvaiheeseen (Möschwitzer 
2013). Nanosuspensiot on mahdollista formuloida sellaiseksi, että ne pystytään antamaan 
sekä suun kautta että parenteraalisesti, jolloin farmakokineettiset parametrit kuten AUC 
(aika-plasmapitoisuuskuvaajan alle jäävä pinta-ala) voidaan määrittää (Shah ym. 2016). 
Kun hiukkaskoko on noin 100 nm tai pienempi, laskimoinjektiona annetun nanosuspen-
sion farmakokineettinen profiili on lähes sama kuin liuoksen (Chang ym. 2015). Toisaalta 
on myös onnistuttu valmistamaan nanokiteitä sisältävä lihakseen annettava depotinjektio, 
jonka vaikutusaika rotilla oli 24 vuorokautta (Mittapelly ym. 2016). Tähän päästiin muo-
dostamalla malliaineena käytetystä memantiinista erittäin niukkaliukoinen suola 
pamoiinihapon kanssa. Nanosuspensioissa ei tarvita suurta määrää apuaineita tai kera-
liuottimia, jolloin paikallisreaktioiden riski on pienempi (Möschwitzer 2013). Happoina 
tai emäksinä toimivilla lääkeaineilla haasteena on elimistön pH-vaihtelu. Jo liuenneet 
emäksiset aineet voivat saostua hallitsemattomasti ohutsuolessa, happamat taas jo 
mahassa, jolloin koon pienentämisestä saatu liukoisuushyöty menetetään. 
Tulevaisuudessa nanokiteitä olisi tarpeen kehittää entistä pienemmiksi (Müller ja Keck 
2012). Alle 100 nm kiteet saattaisivat olla niin nopeasti liukenevia, että ne vastaisivat 
farmakokineettiseltä profiililtaan liuosta. Nanokiteiden pintaa voidaan myös muokata 
niiden kohdentamiseksi imeytymispaikkaan tai solunsisäiseen kohteeseen. 
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3 LIUKENEMISNOPEUDEN TUTKIMINEN 
3.1 Liukenemisen teoreettiset mallit 
Noyes ja Whitney (1897) määrittivät kokeellisesti liukenemista kuvavan yhtälön 
𝑑𝑐
𝑑𝑡
= 𝐾(𝑐𝑠 − 𝑐), ( 2 ) 
jossa t on aika, cs on liukoisuus käytetyssä pH:ssa, c on konsentraatio ajanhetkellä t ja K 
on verrannollisuuskerroin. Kertoimelle K voidaan antaa fysikaalinen merkitys. Se riippuu 
liukenevasta pinta-alasta S, liukenevan aineen diffuusiokertoimesta D, 
diffuusiokerroksen paksuudesta h ja liukenemisväliaineen tilavuudesta V. Kun tilavuus V 
eliminoidaan yhtälöstä yhdistämällä se vasemman puolen pitoisuustermiin dc, yhtälö 
kuvaa massan m muutosta aikayksikössä ja se voidaan kirjoittaa muotoon 
𝑑𝑚
𝑑𝑡
=
𝐷𝑆
ℎ
(𝑐𝑠 − 𝑐). ( 3 ) 
Tässä mallissa diffuusiokerroksen ajatellaan olevan liukenevan pinnan välittömässä 
läheisyydessä oleva stationaarikerros, jossa liuenneen aineen pitoisuus muuttuu pinnan 
läheisyyden kylläisestä pitoisuudesta cs bulkkifaasin pitoisuudeksi c. Integroimalla yhtälö 
(2) saadaan liuennutta määrää kuvaava ensimmäisen kertaluvun yhtälö 
𝑐(𝑡) = 𝑐𝑠(𝑒
1−𝑘1𝑡), ( 4 ) 
jossa k1 on ensimmäisen kertaluvun nopeusvakio ja muut muuttujat kuten edellä on 
määritelty. Jos liukeneva ainemäärä ei riitä kylläisen konsentraation saavuttamiseen, 
yhtälö (4) voidaan kirjoittaa liuennutta ainemäärää kuvaavaan muotoon  
𝑚(𝑡) = 𝑚0(𝑒
1−𝑘1𝑡), ( 5 ) 
 
jossa m0 on aineen määrä alussa ja muut muuttujat kuten edellä on määritelty. 
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Jos liukeneva pinta-ala S on vakio ja jos pitoisuus pysyy koko ajan pienenä suhteessa 
kylläiseen konsentraatioon eli ollaan niin kutsutuissa sink-olosuhteissa (𝑐𝑠 ≫ 𝑐), 
yhtälöstä (3) nähdään, että yhdisteen ominaisliukenemisnopeus IDR (intrinsic dissolution 
rate) on vakio,  
𝐼𝐷𝑅 =
𝑑𝑚
𝑑𝑡
=
𝐷𝑆𝑐𝑠
ℎ
. ( 6 ) 
IDR:n arvoon vaikuttavat itse materiaalin ominaisuuksien lisäksi myös liukenemis-
väliaineen kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet sekä liukenemisen hydrodynaaminen 
ympäristö (Kuentz 2015). 
Käytännössä liukeneva pinta-ala harvoin pysyy muuttumattomana. Pallomaisista 
hiukkasista koostuvan materiaalin liukenemiselle voidaan johtaa yhtälö pinta-alan 
muuttumiselle liukenemisen edetessä. Tällöin liukenemista voidaan kuvata niin 
kutsutulla Hixson–Crowellin kuutiojuuriyhtälöllä 
𝑚 
1
3⁄ = 𝑚0
1
3⁄ − 𝐾1
3⁄
𝑡, 
( 7 ) 
jossa t on aika, m0 on aineen massa alussa, m liukenemattoman aineen massa ajanhetkellä 
t ja K1/3 vakiotermi (Wang ja Flanagan 2009). Muita liukenemisnopeuden malleja ovat 
katsausartikkeleissaan käsitelleet esimerkiksi Costa ja Sousa Lobo (2001) sekä Dokou-
metzidis ja Macheras (2006). 
Diffuusiokerroksen olettamista vakiopaksuiseksi on kritisoitu ja on esitetty 
diffuusiokerroksen paksuuden riippuvan sekä hiukkasen koosta että liukenemisväliaineen 
pitoisuudesta (Wang ym. 2012). Tällainen ajattelu mahdollistaa liukenemismallien sovel-
tamisen myös suuremmissa pitoisuuksissa kuin perinteisesti käytetyt sink-olosuhteet (Liu 
ym. 2013). Periaatteellisista puutteistaan huolimatta vakiopaksuisen diffuusiokerroksen 
olettavat mallit ovat osoittautunut käytännössä toimivaksi. 
Liukenemista kuvaavia parametreja ovat aika, jona määrätty osuus x lääkeaineesta on 
liuennut (tx), esimerkiksi puoliintumisaika t½, sekä keskimääräinen liukenemisaika MDT 
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(mean dissolution time) (Costa ja Sousa Lobo 2001). Parametri tx voidaan määrittää sekä 
graafisesti että mittausaineistoon sovitetun yhtälön perusteella. Sink-olosuhteissa ja kun 
liukeneminen noudattaa ensimmäisen kertaluvun yhtälöä, MDT voidaan laskea yhtälöllä 
𝑀𝐷𝑇 =
1
𝑘
 ,  
( 8 ) 
jossa k on liukenemisen nopeusvakio (1/s) (Lánský ja Weiss 1999). Edellä esitettyjen 
tunnuslukujen lisäksi liukenemisprofiileja voidaan vertailla liukenemisnopeusmallista 
riippumattoman similariteettitekijän f2 (yhtälö 9) avulla (Moore ja Flanner 1996).  
𝑓2 = 50 × 𝑙𝑜𝑔 {[1 + (
1
𝑛
) ∑(𝑅𝑡 − 𝑇𝑡)
2
𝑛
𝑡=1
]
−0,5
× 100} , 
( 9 ) 
jossa Rt ja Tt ovat referenssi- ja testivalmisteen kumulatiiviset liuenneen lääkeaineen 
prosenttiosuudet kussakin aikapisteessä t ja n on vertailupisteiden lukumäärä. Arvo f2=50 
vastaa 10 % eroa tutkittavan ja vertailuvalmisteen välillä kaikissa aikapisteissä, ja 
yleisesti katsotaankin, että valmisteet ovat toisiaan vastaavat, jos f2>50. F2-arvo on herkkä 
niiden näytepisteiden lukumäärälle, joissa vapautuminen on yli 85 %, joten on suositeltu, 
että 85 % vapautumisen jälkeen mukaan laskentaan otetaan vain yksi aikapiste (Shah ym. 
1998). USA:n lääkeviranomainen FDA suosittelee f2-arvon käyttöä samanarvoisen 
liukenemisprofiilin vertailuun (USP 2014). 
3.2 Liukenemisnopeuskokeiden merkitys farmasiassa 
Farmasian alalla liukenemisnopeutta käytetään useaan tarkoitukseen lääkekehitykssä ja 
tuotannossa, esimerkiksi laaduntarkkailuun, in vivo − in vitro -korrelaation arviointiin ja 
biowaiverin hakemiseen (Dokoumetzidis ja Macheras 2006; Marroum 2014). Liukoisuus 
ja liukenemisnopeus ovat tärkeitä parametreja myös uusien lääkeaineiden kehitys-
vaiheessa, koska nykyisillä tehoseulontamenetelmillä kehitettäväksi tulee pääasiassa 
hyvin niukkaliukoisia yhdisteitä (Lipinski ym. 2001). Tutkittavana voi siis olla muutama 
mikrogramma uutta vaikuttavaa ainetta, jonka ominaisuuksia ei vielä tunneta, miljoonien 
tablettien tuotantoerä, jonka vaatimustenmukaisuus halutaan osoittaa, tai mitä tahansa 
tältä väliltä. Ei olekaan olemassa yhtä liukenemisnopeuden määritysmenetelmää, joka 
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soveltuisi kaikkiin tilanteisiin (Kuentz 2015). Ihanteellista olisi, jos käytössä olisi reaali-
aikainen ja mahdollisimman pieniä ainemääriä vaativa menetelmä. Liukenemisnopeutta 
tutkitaan yleensä sink-olosuhteissa, eli konsentraation ollessa korkeintaan 30 % 
kylläisestä pitoisuudesta (European Pharmacopoeia 2013a). Nanokideformulaatioiden 
liukenemisen nopeasta alkuvaiheesta on vaikea saada tietoa sink-olosuhteissa, joten on 
esitetty, että suuremmissa pitoisuuksissa tehdyt liukenemisnopeuskokeet olisivat 
paremmin diskriminoivia kuin sink-kokeet (Liu ym. 2013; Fu ym. 2015; Murdande ym. 
2015). 
Farmakopeoiden liukenemisnopeuskokeet on suunniteltu pääasiassa tavallisille 
tableteille. Yleisimmin käytettyä lapamenetelmää on kritisoitu siitä, että liukenemiselle 
kriittisimmällä alueella eli liukenemisastian pohjalla virtausolosuhteet muuttuvat 
merkittävästi hyvinkin pienellä matkalla, jolloin pienikin muutos tutkittavan valmisteen 
paikassa voi aiheuttaa suuren muutoksen sen liukenemisnopeusprofiiliin (Healy ym. 
2002). Farmakopean mukaisia menetelmiä on yritetty vaihtelevalla menestyksellä 
soveltaa uuden tyyppisiin lääkemuotoihin (Azarmi ym. 2007). Niitä on myös yritetty 
muokata siten, että ne soveltuisivat nanohiukkasille, mutta standardoituja tutkimus-
menetelmiä ei vielä ole kehitetty. Standardoitujen menetelmien kehittäminen olisi 
tärkeää, jotta tuloksien vertailu olisi mahdollista (Misra ym. 2012; Ahnfelt ym. 2015). 
Lisäksi liukenemiseen vaikuttavia nanohiukkasten fysikokemiallisia ominaisuuksia ja 
nanohiukkasten ja väliaineen välisiä vuorovaikutuksia tulisi ymmärtää paremmin (Misra 
ym. 2012). 
3.3 Näytteenottoon perustuvat menetelmät 
Valtaosassa viime aikoina julkaistuista nanokideformulaatioita käsittelevistä 
liukenemisnopeustutkimuksista on käytetty farmakopean mukaisia laitteita, joista otetaan 
näytteet pitoisuusmääritystä varten määrättyinä ajanhetkinä (Heng ym. 2008; Liu ym. 
2011; Kumar ym. 2015a; Pattnaik ym. 2015; Shah ym. 2015; Dhat ym. 2016). Laitteistona 
on käytetty sekä kori- että lapamenetelmää (liukenemiskoelaite 1 ja 2), ja tutkittava aine 
on lisätty liukenemisväliaineeseen joko sellaisenaan tai liivatekapselissa. Liuenneen 
materiaalin erottamiseen on käytetty useimmiten suodatusta. Käytetyt suodattimet ovat 
usein olleet samaa kokoluokkaa erotettavien nanohiukkasten kanssa. Tätä menettelyä on 
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perusteltu sillä, että suodatuksella poistetaan suuremmat ja siten hitaammin liukenevat 
kiteet ja kideagglomeraatit, ja suodattimen läpäisevät nanokiteet liukenevat niin nopeasti, 
että sillä ei ole käytännön merkitystä (Sievens-Figueroa ym. 2012a; Sievens-Figueroa ym. 
2012b). Vaihtoehtona suodatukselle on kiinteän aineen erottaminen sentrifugoimalla (Liu 
ym. 2011). Erotuksen onnistumista ei ole mahdollista havaita visuaalisesti, koska pienet 
määrät nanohiukkasia eivät näy sameutena mitattavissa liuoksissa, vaan suodoksen 
hiukkaskoko on tutkittava esimerkiksi dynaamisella valonsironnalla (DLS) (Anhalt ym. 
2012; Wallace ym. 2012). Tällöin kiinteiden hiukkasten lisäksi nähdään myös 
mahdolliset pinta-aktiivisen aineen muodostamat misellit  (Anhalt ym. 2012). 
Sink-olosuhteissa nanokideformulaatioiden liukeneminen on usein niin nopeaa, että 
saavutettavissa olevalla näytteenottotaajuudella eri formulaatioiden välillä on vaikea 
nähdä eroja. Usein lähes 100 % on liuennut jo ensimmäisissä näytteenottopisteissä (Liu 
ym. 2013; Fu ym. 2015). Suorittamalla testi sink-olosuhteita suuremmassa konsentraa-
tiossa voidaan liukenemista hidastaa ja saada liukenemisnopeuskoe paremmin erottele-
vaksi myös nanokokoisten formulaatioiden tapauksessa. Joskus ongelmana voi olla nano-
kiteiden heikko kostuminen, jolloin liukenemisväliaine ei pääse riittävään kontaktiin ki-
teiden pintojen kanssa (Heng ym. 2008). Nanokiteinen materiaali voi jopa jäädä kellu-
maan liukenemisväliaineen pinnalle, vaikka se olisikin tiheydeltään vettä raskaampaa. 
Tällöin näennäisen hidas liukeneminen johtuukin huonosta kostumisesta. 
Farmakopealaitteissa tarvitaan suuret määrät liukenemisväliainetta. Liukenemisnopeutta 
on tutkittu myös pienemmässä mittakaavassa suorittamalla liukenemisnopeuskoe 20 ml 
ruiskussa (Van Eerdenbrugh ym. 2008). Kokeessa nanokiteet ja liukenemisväliaine 
otettiin ruiskuun ja sekoitus varmistettiin sekoituskuulalla. Ruisku suljettiin 0,1 µm 
suodattimella ja sekoitettiin ravistelijassa. Näytteet saatiin otettua suoraan ruiskusta 
suodattamalla, jolloin suodatuksesta aiheutuva viive pystyttiin minimoimaan. Tällä me-
netelmällä useista lääkeainenanosuspensioista mitattiin 100 % vapautuminen jo muu-
tamassa minuutissa, kun taas karkeista suspensioista 100 % vapautumiseen meni nopeim-
millaankin 1–2 tuntia. Vaikka suodatus saadaan tässä menetelmässä tehtyä nopeasti, ei 
näytteitä silti saada otettua kovin tiheästi. Lisäksi sekoitus joudutaan keskeyttämään 
näytteenoton ajaksi. 
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3.4 Dialyysimenetelmät 
Dialyysimenetelmissä lääkeaineen vapautuminen ja näytteenotto tapahtuvat erillisissä, 
dialyysimembraanilla toisistaan erotetuissa osastoissa (D'Souza 2014). Lääkeaine siirtyy 
luovuttavasta osastosta membraanin läpi vastaanottavaan osastoon diffuusiolla, ja 
ajavana voimana on osastoiden välinen konsentraatiogradientti. Dialyysi pyritään yleensä 
suorittamaan sink-olosuhteissa, jolloin vastaanottavan osaston konsentraation voidaan 
koko kokeen ajan olettaa olevan merkityksettömän pieni ja konsentraatioero luovuttavan 
ja vastaanottavan osaston välillä riippuu ainoastaan konsentraatiosta luovuttavassa 
osastossa. Dialyysilaitteistona voidaan käyttää erilaisia diffuusiokennoja, 
dialyysimembraanista valmistettua dialyysiputkea tai farmakopeamenetelmistä 
membraanimenetelmäksi muokattuja laitteistoja. Laitteiston valinta ei ole yhdentekevää, 
koska eri laitteistoilla mitatuissa liukenemisnopeuksissa ja tulosten toistettavuudessa on 
eroja (de Souza ym. 2015). Dialyysimenetelmillä voidaan tutkia kiinteitä, puolikiinteitä 
ja nestemäisiä näytteitä sekä suspensioita (Ahnfelt ym. 2015). Dialyysia on käytetty 
laajasti lääkeaineiden vapautumisen tutkimiseen erityyppisistä nanopartikkeleista. Suurin 
osa tutkimuksista on tehty hitaasti vapauttavilla nanoformulaatioilla, mutta myös nano-
kiteiden liukenemisnopeutta on tutkittu (Kumar ym. 2014; Abouelmagd ym. 2015; 
Kumar ym. 2015b; Mittapelly ym. 2016). 
Eri lääkeaineiden nanokideformulaatioiden dialyysikokeissa on saatu hyvin erilaisia 
tuloksia sekä vapautuneen määrän että vapautumisnopeuden suhteen. Paklitakselinano-
kiteillä havaittu hyvin alhainen vapautumisaste, alle 10 % kymmenen vuorokauden 
kuluessa, ja hidas vapautuminen selitettiin mittausmenetelmästä johtuvaksi artefaktiksi 
(Abouelmagd ym. 2015). Dialyysin luovuttavassa osastossa käytetty konsentraatio oli 
huomattavasti kylläistä konsentraatiota suurempi, jolloin nanokiteistä liuennut aine 
saostui suuriksi ja erittäin hitaasti liukeneviksi hiukkasiksi. Olisikin tärkeää käyttää sink-
olosuhteita myös luovuttavassa osastossa saostumisen estämiseksi. Indometasiini- ja 
varsinkin naprokseeninanokiteillä dialyysi saavutti tasapainotilan jo joidenkin tuntien 
kuluessa lukuun ottamatta hyvin alhaisessa pH:ssa tehtyjä kokeita (Kumar ym. 2014; 
Kumar ym. 2015b). Näissä kokeissa lääkeaineesta vapautui vastaanottavaan osastoon 
noin 50–90 % ja hiukkaskooltaan erilaisten nanosuspensioiden liukenemisprofiilit oli 
mahdollista erottaa toisistaan. 
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Sekä membraanin huokoskoko että membraanin ja diffundoituvan aineen väliset 
fysikokemialliset vuorovaikutukset vaikuttavat aineen diffuusionopeuteen membraanin 
läpi (Xie ym. 2015). Lääkeaineen permeabiliteettikerroin voi kasvaa kertaluokkaa 
suuremmaksi, kun membraanin materiaali vaihtuu, vaikka membraanien huokoskoko 
olisikin sama. Tätä eroa on selitetty muun muassa diffundoituvan aineen ja membraanin 
välisillä sähköisillä vuorovaikutuksilla tai niiden puutteella (Ahnfelt ym. 2015). 
Dialyysimenetelmiä on jo vuosikymmeniä kritisoitu siitä, että formulaatio, jonka 
vapautumista tutkitaan, ei ole suoraan kosketuksessa liukenemisväliaineen koko 
tilavuuden kanssa (Washington 1990; Rosenblatt ym. 2007; Salmela ja Washington 
2014). Vaikka vastaanottavassa osastossa vallitsevatkin sink-olosuhteet, voi liukenevan 
formulaation välitön ympäristö luovuttavassa faasissa olla ylikylläisessä tilassa. Useissa 
tapauksissa lääkeaineen diffuusio membraanin läpi peittää alleen varsinaisen lääkeaineen 
vapautumisen valmisteesta. Varsinkin lääkeaineen vapautumisessa öljy vedessä -
emulsiosta on nopeutta rajoittavana vaiheena lääkeaineen siirtyminen öljyfaasista 
emulsion jatkuvaan vesifaasiin, jolloin lääkeainepitoisuuden muutos vastaanottavassa 
osastossa kuvaa lääkeaineen jakautumiskerrointa emulsion faasien välillä, ei lääkeaineen 
vapautumisnopeutta (Washington 1989). Hitaasti vapauttavissa formulaatioissa, joissa 
lääkeaineen vapautuminen tapahtuu liukenemalla tai matriksin erodoitumisella, 
lääkeaineen pitoisuus vastaanottavassa osastossa kuvaa paremmin lääkeaineen 
vapautumista, mutta tällöinkin on suositeltavaa erottaa laskennallisesti membraanin 
vaikutus tulokseen. Dialyysi on mahdollista suorittaa myös käänteisesti, jolloin tutkittava 
aine laimennetaan tilavuudeltaan suuren faasiin ja tutkittava liuos otetaan dialyysiputken 
sisällä olevasta tilavuudeltaan pienemmästä nestefaasista (Chidambaram ja Burgess 
1999). Tässä koejärjestelyssä liukenemisen tapahtuminen sink-olosuhteissa on melko 
helposti toteutettavissa, mutta konsentraatiogradientti membraanin yli on koko dialyysin 
ajan pieni. 
Käänteisdialyysiä ja biorelevantteja liukenemisväliaineita käyttäen tutkittiinnano- ja 
mikrokokoisen fenofibraatin imeytymisnopeuksien eroja (Hens ym. 2015). Suoralla 
näytteenotolla mitatut fenofibraattipitoisuudet eivät korreloineet hyvin in vivo -
konsentraation kanssa, mutta kun näyte otettiin dialyysin vastaanottavasta osastosta, 
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korrelaatio oli hyvä. Aterian jälkeisessä tilassa osa liuenneesta fenofibraatista oli sitou-
tunut miselleihin, eikä se siten ollut vapaa läpäisemään suolen seinämää. Suorassa näyt-
teenotossa määritettiin vapaan ja miselleihin sitoutuneen fenofibraatin kokonaispitoisuus, 
ei pelkästään vapaata osuutta. Plasmapitoisuus kuitenkin heijastaa vapaan fenofibraatin 
määrää. Dialyysimembraanilla voitiin onnistuneesti ja yksinkertaisesti simuloida tätä 
efektiä. Käänteisdialyysimenetelmässä liukenemisväliaineen vaihto simuloidusta maha-
nesteestä simuloituun ohutsuolen nesteeseen oli helppo toteuttaa. 
Xie (2015) työtovereineen esitti matemaattisen mallinnusmenetelmän, jossa lääkeaineen 
vapautuminen polymeerinanopartikkeleista diffuusiomenetelmän luovuttavaan osastoon 
voitiin mallintaa vastaanottavasta osastosta mitattujen lääkeainepitoisuuksien perusteella, 
kun pitoisuutta mitattiin jatkuvatoimisella menetelmällä. Mallinnusta varten oli ensin 
määritettävä vapaan lääkeaineen membraaninläpäisyn perusteella. Vaikka suoraan 
vastaanottavan osaston pitoisuuksien perusteella määritetyt vapautumiskäyrät olivatkin 
eri membraaneilla määritettynä hyvin erilaiset, matemaattisen muunnoksen jälkeen 
saadut, lääkeaineen pitoisuutta luovuttavassa osastossa kuvaavat vapautumisprofiilit 
olivat kummallakin membraanilla suoritetuissa kokeessa melko samanlaiset. Tulosten 
perusteella esitettiin, että tällä menetelmällä voitaisiin saada tietoa myös vapautumisen 
alkuvaiheen nopeasta vaiheesta. 
Dialyysimenetelmän mittakaavaa voidaan pienentää käyttämällä mikrodialyysianturia, 
jolla lääkeaineen vapautumista voidaan seurata suoraan liukenemisväliaineessa (Hitzman 
ym. 2005). Pulssitetussa mikrodialyysissä anturissa käytetään jatkuvan virtauksen sijasta 
jaksotettua virtausta, mikä parantaa menetelmän kykyä seurata nopeita pitoisuuden 
muutoksia (Kabir ym. 2005). Ylikylläisten ibuprofeeniformulaatioiden liukenemista ja 
saostumista tutkittaessa havaittiin, että pulssitetulla mikrodialyysillä havaitut liuenneen 
aineen pitoisuudet olivat aluksi suuremmat kuin suodatetuista näytteistä mitatut (Shah 
ym. 2014a). Ajan mittaan eri menetelmillä mitattujen pitoisuuksien ero katosi. Tämän 
selitettiin johtuvan siitä, että kokeen alussa läsnä oli pieniä kiteitä ja kideytimiä, jotka 
voivat läpäistä suodattimen, mutta ei dialyysimembraania, kun taas ajan kuluessa 
ylikylläisen liuoksen kiteiden kasvu oli edennyt niin pitkälle, että suuremmat kiteet eivät 
enää läpäisseet suodatinta. Mikrodialyysillä voidaan mitata pitoisuuksia reaaliaikaisesti 
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in vivo. Itse vaikuttavan aineen pitoisuuden sijasta voidaan mitata myös biologisen 
vastemolekyylin pitoisuuksien muutoksia (Bommana ym. 2014). 
3.5 Läpivirtausmenetelmät 
Läpivirtausmenetelmissä tutkittava materiaali immobilisoidaan näytekennoon ja 
liukenemisväliaineen annetaan virrata näytetilan läpi (D'Souza 2014). Suljetussa 
järjestelmässä samaa väliainetta kierrätetään, avoimessa väliaine tulee tuoresyöttönä. 
Liuennutta pitoisuutta seurataan joko on line -mittauksena, esimerkiksi ultravioletti-
spektrofotometrisesti (UV-spektrofotometria), tai ottamalla automaattisesti näytteitä esi-
merkiksi nestekromatografiseen määritykseen. Kiinteän aineen erottava suodatin on in-
tegroitu kennoon, ja sen huokoskoko on valittava tutkittavan formulaation omi-
naisuuksien mukaan (USP 2014). USA:n ja Euroopan farmakopeoiden liukenemis-
koelaite 4 on tyypiltään läpivirtausmenetelmä. 
Farmakopean mukaista läpivirtauslaitteistoa on sovellettu joihinkin nanokokoisiin 
formulaatioihin (Heng ym. 2008; Sievens-Figueroa ym. 2012a; Sievens-Figueroa ym. 
2012b). Kefuroksiimiaksetiilinanokiteiden tapauksessa läpivirtauslaitteisto oli ainoa 
menetelmä, jolla ero bulkki- ja nanokokoisen liukenemisnopeudessa nähtiin selkeästi 
(Heng ym. 2008). Lapa- ja korimenetelmissä ongelmana oli nanoformulaation heikosta 
kostumisesta johtuva nesteen pinnalla kelluminen, mikä hidasti mitattua 
liukenemisnopeutta. Toisessakin liukenemisnopeuslaitteita vertailevassa tutkimuksessa 
läpivirtauslaite havaittiin paremmin diskriminoivaksi kuin korimenetelmä, kun tutkittiin 
nanokiteitä sisältävien polymeerikalvojen liukenemisnopeutta (Sievens-Figueroa ym. 
2012b). Suodattimen huokoskoko oli tutkimuksissa 0,2 µm (Heng ym. 2008; Sievens-
Figueroa ym. 2012b) tai 2,7 µm (Sievens-Figueroa ym. 2012a) eikä suodattimen 
valintakriteerejä raportoitu. Suuri huokoskoko saattaa antaa liian optimistisen käsityksen 
liukenemisnopeudesta, huokoskooltaan pieni suodatin taas saattaa tukkeutua ja jopa 
rikkoutua. 
Läpivirtausmenetelmä voidaan toteuttaa myös siten, että liukenevan aineen pinta-ala 
pysyy vakiona, jolloin voidaan mitata ominaisliukenemisnopeus (Compton ym. 1989; 
Peltonen ym. 2003). Farmaseuttisten jauheiden tapauksessa tutkittavasta materiaalista 
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muodostetaan ensin testipuriste, joka asetetaan läpivirtauskennossa olevaan 
näytteenpitimeen. Kennossa kierrätetään liukenemisväliainetta, joka liuottaa materiaalia 
testipuristeen pinnasta. Liuennut materiaali voidaan analysoida soveltuvalla 
menetelmällä, esimerkiksi jatkuvatoimisesti UV-spektroskopialla. Menetelmää on 
sovellettu onnistuneesti indometasiininanokiteiden liukenemisen seuraamiseen (Sarnes 
ym. 2013). 
3.6 In situ -menetelmät 
In situ -menetelmissä liukenemista seurataan suoraan liukenemisväliaineessa, eikä 
liukenemattoman materiaalin erotusta tarvita (D'Souza 2014). Osassa menetelmiä 
hyödynnetään farmakopean liukenemiskoelaitteita, mutta näytteenoton sijasta käytetään 
suoraan väliaineeseen upotettavaa anturia tai liukenemisväliaineen jatkuvaa kierrätystä 
mittaavaan laitteeseen. Mahdollisia detektiomenetelmiä ovat muun muassa UV-
spektroskopia ja sähkökemialliset analyysimenetelmät, joilla pyritään määrittämään 
liuenneen aineen määrä. Optisilla menetelmillä taas seurataan liukenemattoman aineen 
määrää, eikä liukenevalle aineelle tarvitse kehittää kemiallista analyysimenetelmää. 
3.6.1 Ultraviolettispektroskopia ja -kuvantaminen 
UV-spektroskopiaa voidaan hyödyntää in situ -määrityksissä joko kuituoptisen anturin 
tai UV-kuvantamisen muodossa. Nämä määritykset vaativat, että formulaation apuaineet 
ja liukenemisväliaine ovat analysoitavalla aallonpituudella läpinäkyviä. Nano-
formulaatioilla ongelmia aiheutuu mikro- ja nanokokoisten hiukkasten aiheuttamasta 
absorptiosta UV-alueella (Van Eerdenbrugh ym. 2011; Sarnes ym. 2013). Hiukkasten 
aiheuttamaa absorbtiota tapahtuu kaikilla aallonpituuksilla, joten sen vaikutus voidaan 
määrittää tarkastelemalla absorbanssia sellaisella aallonpituudella, jolla analyytti ei 
absorboi. Häiriötä voidaan minimoida myös käyttämällä pitoisuuden määrittämiseen 
useita aallonpituuksia ja absorbanssikäyrän toista derivaattaa (Avdeef ym. 2009). Toinen 
tapa kiertää nanohiukkasten aiheuttama häiriö on erottaa liukeneva materiaali UV-
anturista membraanilla, jolloin menetelmä on yhdistelmä dialyysiä ja UV-anturitekniikka 
(Philip ym. 2014; Ahnfelt ym. 2015). Ibuprofeeninanopallojen liukenemisnopeudesta 
saatiin tällä menetelmällä toistettavampia tuloksia kuin perinteisellä 
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näytteenottomenetelmällä, ja lisäksi liukeneminen tapahtui nopeammin (Philip ym. 
2014). Tämän syyksi arvioitiin perinteisen menetelmän näytteenotossa tapahtuvat 
virheet, etenkin liuenneen aineen adsorptio pipettiin. Membraani tuo kuitenkin yhden 
rajapinnan lisää liukenevan molekyylin ylitettäväksi, ja membraanin ominaisuuksilla on 
suuri vaikutus saatuihin tuloksiin (Ahnfelt ym. 2015). Huokoskooltaan suuri membraani 
päästää liuenneen aineen helposti lävitseen, mutta samalla pienimmät kiinteät hiukkaset 
voivat päästä membraanin läpi häiritsemään mittausta. Pienet huokoset pidättävät 
kiinteän materiaalin, mutta hidastavat samalla liuenneen aineen diffuusiota membraanin 
yli. 
UV-kuvantamismenetelmissä seurataan liukenevan aineen pitoisuuden muutoksia sekä 
ajan että paikan suhteen (Ye ym. 2011; Østergaard ym. 2014). Jauhemaisten näytteiden 
mittaus tehdään tavallisesti puristeesta, jonka yli liukenemisväliaine virtaa. Mittaus 
voidaan tehdä myös stationaarisesti eli ilman virtausta. Tässä menetelmässä saadaan 
tietoa liukenemisväliaineen pitoisuudesta tutkittavan pinnan välittömässä läheisyydessä. 
UV-spektroskopiasta saatavana runsaasti kirjallisuutta, jota voidaan soveltaa 
olosuhteiden ja mittausaallonpituuksien valintaan. Liukenevaa pintaa on mahdollisuus 
seurata samaan aikaan myös Raman-spektroskopialla, jolloin nähdään mahdolliset 
kiinteän tilan transformaatiot (Gordon ym. 2013). Nanohiukkasten aiheuttama UV-
absorptio vaikeutti nanohiukkasten liukenemisnopeuden määrittämistä myös 
kuvantamismenetelmässä (Sarnes ym. 2013). Suuresta puristuspaineesta huolimatta testi-
puristeen pinnasta irtosi indometasiininanokiteitä liukenemisväliaineeseen. Eroosion 
vaikutus liukenemiseen voitiin minimoida suorittamalla mittaus nestemäisen virtaavan 
liukenemisväliaineen sijasta geelimäisessä matriksissa ilman virtausta. Tällöin 
liukeneminen tapahtui vain molekulaarisella diffuusiolla. Geelimatriksissa suoritetulla 
kuvantamismenetelmällä havaittiin, että lähellä tutkittavan puristeen pintaa 
indometasiinin pitoisuus oli jopa viisinkertainen kylläiseen pitoisuuteen verrattuna. 
Perusteluna geelimäisen liukenemisväliaineen käytölle on mainittu, että tällaisella 
koejärjestelyllä voidaan kuvata lääkeaineen vapautumista subkutaani-injektiosta (Ye ym. 
2012a; Ye ym. 2012b). 
UV-kuvantamisessa voidaan käyttää myös biorelevantteja liukenemisväliaineita, mikä 
lisää menetelmän arvoa in vivo -liukenemisominaisuuksien ennustamisessa (Gordon ym. 
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2013). UV-kuvantamisella voidaan seurata liukenemista reaaliaikaisesti, ja kokonais-
pitoisuuden sijasta voidaan tarkkailla pitoisuuksien vaihtelua paikan funktiona. 
Jauhemaisten näytteiden tutkimiseksi ne täytyy yleensä valmistaa testipuristeeksi, mikä 
voi aiheuttaa materiaaliin kiinteän tilan muutoksia. Diffuusiokertoimien määritys 
geelimatriksissa on tällä menetelmällä mahdollista. 
3.6.2 Optiset menetelmät 
Kiinteät hiukkaset sirottavat valoa, ja tätä voidaan käyttää hyväksi kiinteän aineen 
pitoisuuden määrittämisessä (Tucker 2002). Mittaus voi perustua sironneen tai näytteen 
läpäisseen valon intensiteettiin, kolorimetriaan tai turbidimetriaan. Sirontaan 
pohjautuvissa menetelmissä oletetaan, että sironta aiheutuu ainoastaan tutkittavista 
nanopartikkeleista (Van Eerdenbrugh ym. 2010). Jos käytetään suuria pitoisuuksia pinta-
aktiivisia aineita, ne voivat muodostaa valoa sirottavia misellejä, jolloin oletus ei enää 
päde. Sironnan intensiteetti riippuu sekä hiukkasten konsentraatiosta että koosta, mikä 
voi hankaloittaa tulosten tulkintaa (Elsayed ja Cevc 2011). 
Farmakopean mukaista lapamenetelmä parannettiin käyttämällä liukenemattoman frak-
tion detektointiin turbidimetrista määritystä (Crisp ym. 2007). Danatsoli- ja itrakonatsoli-
nanosuspensioita tutkittiin kostuttamalla suspensio ensin liukenemisväliaineella ja 
aloittamalla liukenemisvaihe lisäämällä väliaineeseen pinta-aktiivista ainetta. Väliainetta 
kierrätettiin jatkuvasti liukenemiskoelaitteen astiasta spektrofotometrin 
läpivirtauskyvettiin, jossa väliaineen turbiditeetti mitattiin. Tällä menetelmällä kiinteän 
aineen pitoisuutta voitiin mitata jatkuvatoimisesti, ja liukenemisnopeuksien erot mikro- 
ja nanosuspensioiden voitiin havaita heti liukenemistapahtuman alusta lähtien. 
Lindfors (2006a) työtovereineen sovelsi menestyksekkäästi valonsirontamittausta nano-
kokoisten niukkaliukoisten lääkeaineiden liukoisuuden määrittämiseen. Van 
Eerdenbrugh (2010) työtovereineen vertaili valonsirontaan ja turbidimetriaan perustuvia 
liukoisuuden määritysmenetelmiä suodatukseen ja sentrifugointiin perustuviin 
menetelmiin ja havaitsi, että erotukseen perustuvilla määritysmenetelmillä saadut 
liukoisuusarvot olivat suurempia kuin sironnalla ja turbidimetrialla saadut tulokset. 
Koska jälkimmäiset tulokset noudattelivat Gibbs–Kelvinin yhtälön 1 perusteella laskettua 
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liukoisuuden kasvua suuriin hiukkasiin verrattuna, he tulkitsivat erotusmenetelmillä 
saadut tulokset huonosta erotuksesta johtuvaksi artefaktiksi. Näissä tutkimuksissa ei 
kuitenkaan sovellettu sirontaan tai turbidimetriaan perustuvaa määritystä liukenemis-
nopeuden tutkimiseen. 
Anhalt (2012) työtovereineen kehitti menetelmän nanosuspensioiden liukenemis-
nopeuden määrittämiseksi käyttäen DLS-laitetta sironnan intensiteetin mittaamiseen. 
Liukenemiskoe suoritettiin suoraan mittalaitteen kyvetissä, jolloin tutkittua 
fenofibraattinanosuspensiota ja liukenemisväliaineena käytettyä simuloitua mahanestettä 
tarvittiin hyvin vähän. Tulokset vastasivat hyvin farmakopean lapamenetelmällä saatuja 
liukenemisnopeustuloksia. Tutkimuksen mukaan kyseinen menetelmä sopi hyvin nano-
suspensioille, mikrosuspensioilla ongelmana on nopea sedimentaatio. 
Nanohiukkasten seuranta-analyysissä (nanoparticle tracking analysis, NTA) tarkkaillaan 
yksittäisten nanokokoisten hiukkasten Brownin liikettä (Filipe ym. 2010). Hiukkasen 
koko määritetään liikenopeuden perusteella. Menetelmä soveltuu dynaamista 
valonsirontaa paremmin polydispersseille näytteille, koska suuret hiukkaset eivät painotu 
NTA-menetelmässä yhtä voimakkaasti kuin DLS-menetelmässä. NTA-menetelmää on 
sovellettu muun muassa minuuttien aikaskaalassa tapahtuvan hopeananohiukkasten 
aggregaation seurantaan (Axson ym. 2015). Fenofibraattinanosuspension liukenemis-
nopeuden mittaukseen menetelmä ei kuitenkaan soveltunut (Anhalt 2012). Määrityksen 
soveltumattomuuden syinä olivat NTA-menetelmän vaatima kapea konsentraatioalue ja 
mittauskennon hidas täyttyminen (Filipe ym. 2010; Anhalt 2012). Tutkimuksissa yhteen 
kokomääritykseen käytetty aika oli 15–60 s, joten hyvin nopeasti vapauttavien 
formulaatioiden, kuten nanokiteiden, tutkimiseen menetelmä soveltuu huonosti. 
Julkaistujen tulosten perusteella ei voida sulkea pois mahdollisuutta käyttää NTA-
menetelmää hitaammin vapauttavien formulaatioiden liukenemisnopeuden tutkimiseen. 
Menetelmän etuina ovat sen riippumattomuus kemiallisesta analyysistä ja sen 
soveltuminen polydispersseille näytteille. 
Damitz ja Chauhan (2015) tarkkailivat propofolinanoemulsion liukenemista digitaali-
videokameralla. Emulsion sameus määritettiin analysoimalla videokuvasta pikselien 
intensiteetti. Mitä vähemmän sameutta kuvassa oli, sitä suurempi osuus emulsiosta oli 
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liuennut. Liukenemisen katsottiin olevan täydellistä, kun kuvista mitattu pikselien 
intensiteetti oli 10 % maksimi-intensiteetistä. Menetelmä arvioitiin yksinkertaiseksi, 
nopeaksi ja edulliseksi toteuttaa, mutta valaistuksen ja kameran vasteen 
tasalaatuisuudesta tulee varmistua ennen tulosten kvantitatiivista tulkintaa. Vastaava 
menetelmä voisi olla sovellettavissa myös nanokideformulaatioille. 
Salmela ja Washington (2014) kehittivät yksinkertaisen kuva-analyysiin pohjautuvan 
menetelmän emulsion liukenemisen seuraamiseksi. Menetelmässä emulsio ja 
liukenemisväliaine sekoitettiin venturissa, ja seosta pumpattiin laminaarivirtauksena 
läpinäkyvän kennon läpi. Emulsiosta väliaineeseen liuennut emäksinen tetrakaiini muutti 
liukenemisväliaineen pH-arvoa, ja tätä muutosta seurattiin väliaineeseen lisätyn pH-
indikaattorin avulla. Tällä menetelmällä nanokokoisten emulsioiden liukenemisen 
todettiin tapahtuvan alle yhdessä sekunnissa, ja lisäksi nano- ja mikrokokoisten 
emulsioiden liukenemisnopeuksien välillä havaittiin palloskoosta riippuvia eroja. 
Mittalaite oli rakenteeltaan melko yksinkertainen eikä erikoislaitteistoja tarvittu. Lisäksi 
virtausmenetelmä vastasi jossain määrin laskimoinjektiona annettavan lääkkeen kokemaa 
in vivo -olosuhdetta, vaikka sitä ei yritettykään suunnitella täysin biomimeettiseksi. 
Tutkijoiden arvion mukaan menetelmän tarkkuus riittää karkeiden vertailujen 
tekemiseksi eri formulaatioiden liukenemisnopeuksien välillä. Nanokiteisiin ei vielä ole 
sovellettu tätä menetelmää, mutta se voisi olla käyttökelpoinen myös nanokide-
formulaatioiden tutkimuksessa. Suurimpana rajoituksena on se, että liukenevaa ainetta 
pitää pystyä seuraamaan jonkin värireaktion avulla. Hapoille ja emäksille on saatavana 
useilla pH-alueilla toimivia indikaattoreita, mutta neutraalimolekyyleille vastaavaa 
indikaattorimenetelmää on vaikeampi löytää. 
Potenza (2015) työtovereineen selvitti yhden hiukkasen ekstinktio ja sironta -menetelmän 
(single particle extinction and scattering, SPES) käyttökelpoisuutta lääkeainetta 
sisältävien polymeerinanohiukkasten turpoamisen ja hajoamisen tarkkailuun. Polymeeri-
nanohiukkasten koon lisäksi myös niiden taitekerroin muuttui, mikä aiheutti ongelmia 
DLS-mittauksessa. SPES-menetelmässä tarkasteltiin fokusoidun lasersäteen vaime-
nemista ja sirontaa, kun mittausalueella oli yksi hiukkanen kerrallaan. Koko-
määrityksessä ei ollut tarpeen etukäteen määritellä materiaalin taitekerrointa, saati olettaa 
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sitä muuttumattomaksi. Kirjoittajat esittivät, että menetelmä soveltuisi esimerkiksi nano-
hiukkasten valmistusprosessin in line -seurantaan. Tätä menetelmää ei tiettävästi ole 
kokeiltu nanokiteiden tarkasteluun, mutta yhden kiteen tarkastelu kerrallaan olisi eduksi 
varsinkin polydisperssejä näytteitä tutkittaessa. 
3.6.3 Sähkökemialliset menetelmät 
Sähkökemiallisten analyysimenetelmien soveltamista lääkeaineiden pitoisuuksien 
määrittämiseen on käsitellyt esimerkiksi Doménech-Carbó (2014) työtovereineen, mutta 
vain harvoissa tutkimuksissa menetelmiä on sovellettu nanokiteisiin tai 
liukenemisnopeuskokeiden seuraamiseen. 
Doksorubisiinin vapautumista liposomaalisista nanohiukkasista on seurattu 
voltammetrisella menetelmällä (Mora ym. 2009). Menetelmässä työelektrodina oli lasi-
mainen hiilielektrodi. Nanoformulaation liukenemista seurattiin sähkökemiallisessa ken-
nossa. Liukenemisnopeuden määrittämisen lisäksi menetelmän osoitettiin soveltuvan 
myös doksorubisiinin määrittämiseen seerumista, mitä voitaisiin käyttää hyödyksi klii-
nisesti yksilöllisen lääkeannostuksen määrittämiseen. Farmakopean laitteisiin yhdistettyä 
voltammetrista detektiota on käytetty tavanomaisen hiukkaskoon formulaatioille 
(Demircigil ym. 2003; Jara-Ulloa ym. 2012). Näissä tutkimuksissa voltammetrinen 
menetelmä piti hyvin yhtä perinteisen UV-spektroskooppisen määrityksen kanssa. 
Näiden tulosten perusteella voidaan olettaa, että voltammetrista in situ -määritystä 
voitaisiin käyttää nanoformulaatioiden liukenemisnopeuskokeissa. 
Piroksikaamin vapautumista polymeerinanohiukkasista on seurattu differentiaalipulssi-
polarografialla (Charalampopoulos ym. 2003). Lääkeainetta sisältämättömät polymeeri-
nanohiukkaset eivät aiheuttaneet häiriötä mittaukseen, ja menetelmällä määritetty 
vapautuneen lääkeaineen kokonaismäärä oli verrattavissa UV-spektroskooppisesti 
määritettyyn vapautumiseen. Rosenblatt (2007) työtovereineen sovelsi polarografiaa 
kloramfenikolin ja diatsepaamin lipididispersioiden tutkimiseen ja vertasi tuloksia 
ultrasuodatuksella saatuihin vapautumiskäyriin. Kummallakin menetelmällä havaittiin 
nopea lääkeaineen vapautuminen, mutta varsinkin kloramfenikolilla menetelmän hajonta 
kasvoi dispersion hiukkaskoon kasvaessa. Hiukkaskoon lisäksi elektrodin pintaan 
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vaikuttavat pinta-aktiiviset aineet voivat aiheuttaa häiriöitä mittaukseen. Näiden 
tutkimusten perusteella differentiaalipulssipolarografia saattaisi soveltua myös nano-
kiteiden nopean liukenemisen havainnointiin. 
Sähkökemiallisten detektiomenetelmien käyttö ei vaadi liukenemattoman aineen 
erottamista liukenemisväliaineesta, ja niillä pystytään havaitsemaan nopeita pitoisuuden 
muutoksia (Rosenblatt ym. 2007). Menetelmät ovat herkkiä, joten niukkaliukoisiakin 
aineita on mahdollista tutkia sink-olosuhteissa. Formulaation ainesosat voivat kuitenkin 
aiheuttaa häiriötä mittaukseen, mikä on huomioitava analyysimenetelmää kehitettäessä. 
Näitä detektiomenetelmiä voidaan käyttää vain elektroaktiivisille aineille. 
3.6.4 Kalorimetrinen menetelmä 
Liuoskalorimetrisessä menetelmässä aineen liukenemista seurattiin liukenemisessa 
sitoutuvan tai vapautuvan lämpömäärän perusteella (Kayaert ym. 2010). Kokeessa 
tutkittava aine lisättiin liukenemisväliaineeseen suljetussa lasiampullissa. Systeemin 
annettiin tasapainottua ja ampulli rikottiin. Systeemin lämpötilan muutos muunnettiin 
liuenneen lääkeaineen määräksi ottamalla huomioon mittaussysteemin aikavakio. Tällä 
menetelmällä mitattu naprokseeninanosuspension liukenemisaika oli alle 20 s. Tasa-
painottumiseen tarvitun ajan vuoksi liuoskalorimetrinen määritys on hidas suorittaa. 
Liukenemiseen liittyvien termisten tapahtumien lisäksi systeemissä tapahtuu muitakin 
termisiä tapahtumia, joiden osuus mittaustuloksiin on selvitettävä ennen tulosten tul-
kintaa. Menetelmän aikaresoluutio on kuitenkin riittävä nanosuspensioiden liukenemisen 
tarkasteluun, eikä se ole riippuvainen kemiallisesta analyysimenetelmästä. 
4 POHDINTA 
Ei ole olemassa yhtä menetelmää, joka sopisi kaikkiin nanokideformulaatioiden 
liukenemisnopeuden määrityksiin. Menetelmää valittaessa on mietittävä, mitä 
liukenemisnopeuskokeella halutaan saavuttaa. On otettava huomioon tarvittava 
määritystarkkuus ja analyysin kesto. Kokeen mittakaava on suhteutettava käytössä 
olevaan ainemäärään. Analyysin hinta, tarvittavat laitteet ja reagenssit sekä kemikaaleista 
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aiheutuva ympäristökuormituskin on syytä ottaa huomioon. 
Perinteisiä näytteenottoon perustuvia liukenemisnopeusmenetelmiä käytetään laajasti, 
vaikka niiden käyttöön liittyykin ongelmia. Liukenemattoman aineen erotukseen ja 
kemiallisten analyysimenetelmien herkkyyteen liittyvä ongelmia on yritetty ratkaista 
kehittämällä fysikaalisiin ominaisuuksiin perustuvia liukenemisnopeuden määritys-
menetelmiä, kuten esimerkiksi valonsirontamenetelmä tai liuoskalorimetria. Varsinkin 
lääkekehityksen alkuvaiheessa, kun käytettävissä on vain pieniä määriä uutta vaikuttavaa 
ainetta, olisi erittäin hyödyllistä saada edes karkea kuva lääkeaineen tai formulaation 
liukenemisominaisuuksista pienestä ainemäärästä ilman kemiallisen analyysimenetelmän 
kehittämistä. Valonsirontamenetelmällä tehdyt tutkimukset ovat melko lupaavia, mutta 
toistaiseksi tuloksia on julkaistu vain muutamasta malliaineesta. 
Mikään uudemmista liukenemisnopeuden määritysmenetelmistä ei kuitenkaan ole saanut 
laajaa suosiota. Uusien menetelmien teknisten ja periaatteellisten rajoitusten lisäksi 
niiden yleistymistä hidastaa se, että eri menetelmillä mitattuja tuloksia ei voi suoraan 
verrata keskenään.   
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KOKEELLINEN OSA 
5 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
Tutkimuksen tavoitteena oli testata valonsironta- ja dialyysimenetelmien soveltuvuutta 
nanokiteiden liukenemisnopeuden seuraamiseen. Malliaineena käytettiin indometasiinia, 
joka jauhettiin kuulamyllyssä veden ja stabilisaattorin kanssa nanosuspensioksi. 
Ympäristön kannalta on edullista käyttää valmistusprosessissa vettä orgaanisten 
liuottimien sijasta (Bartos ym. 2016). Nanosuspensiot käytettiin kokeissa sellaisenaan, 
ilman kuivausta nanokiteiksi. Stabiloitiin käytettiin steeristä stabilisaattoria 
(poloksameeri 188). Valonsirontamenetelmän erottelevuutta tutkittiin mittaamalla 
kolmen erikokoisen nanosuspension liukenemisnopeus. Valonsirontamenetelmää ja 
dialyysimenetelmää verrattiin farmakopean mukaiseen lapamenetelmään (laite 2). 
6 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
6.1 Indometasiini 
Malliaineena käytetty indometasiini on etikkahappojohdoksiin kuuluva tulehdus-
kipulääke, joka estää sekä COX-1- että COX-2-entsyymejä (Moilanen ja Kankaanranta 
2012). Se luokitellaan biofarmaseuttisen järjestelmän luokkaan BCS II, eli sen liukoisuus 
on pieni, mutta imeytyvyys hyvä (Amidon ym. 1995). Indometasiinin ominaisuuksia on 
lueteltu taulukossa 2. Indometasiinista on tunnistettu useita eri polymorfeja, joista 
tärkeimmät ovat stabiili γ-muoto ja metastabiileista muodoista tavallisin α-muoto 
(Surwase ym. 2013). 
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Taulukko 2. Indometasiinin fysikokemiallisia ominaisuuksia 
Systemaattinen nimi 2-[1-(4-klooribentsoyyli)-5-
metoksi-2-metyyli-1H-indol-
3-yyli]etikkahappo 
(DrugBank 2016) 
Rakennekaava 
 
(DrugBank 2016) 
Molekyylipaino (M) ja 
bruttokaava 
357,8 g/mol 
C19H16ClNO4 
(DrugBank 2016) 
Sulamispiste (Tm) 158–162 °C (γ-polymorfi) (European Pharmacopoeia 
2013b) 
Ominaisliukoisuus 
veteen (cs0) 
0,937 mg/l (DrugBank 2016) 
logP 4,27 (DrugBank 2016) 
pKa 4,5 (Shen ja Winter 1977, 
Merck Index 2013) 
 
6.2 Poloksameeri 188 
Poloksameerit ovat ABA-rakenteisia etyleenioksidi-propyleenioksidilohko-
kopolymeereja (Merck Index 2013). Ne ovat hyvin veteen liukenevia. Poloksameeri 
188:n keskimääräinen moolimassa on 8 400 g/mol ja sen rakenne on esitetty kuvassa 1. 
Poloksameerit ovat ionittomia pinta-aktiivisia aineita, joiden pinta-aktiivisuus perustuu 
molekyylin amfifiiliseen rakenteeseen. Polymeeriketjun hydrofobinen keskiosa pyrkii 
vuorovaikutukseen nanohiukkasen hydrofobisen pinnan kanssa ja hydrofiiliset päät 
pyrkivät vuorovaikutukseen veden kanssa kuvassa 2 esitetyllä tavalla. 
 
Kuva 1. Poloksameerien yleinen rakennekaava. Keskellä sijaitsee hydrofobinen lohko ja 
kummassakin päässä hydrofiilinen lohko. Poloksameeri 188:ssa a≈79 ja b≈28. 
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6.3 Muut materiaalit 
Kokeissa käytetyt reagenssit on lueteltu taulukossa 3. Reagenssit hankittiin kaupallisilta 
toimittajilta ja ne käytettiin sellaisenaan. 
Taulukko 3. Kokeellisessa työssä käytetyt materiaalit 
Materiaali (laatu) Valmistaja (erä) 
Asetonitriili (Chromasolv gradent 
grade) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Saksa 
Dinatriumvetyfosfaattidihydraatti 
(p.a.) 
Riedel-de Haën, Seelze, Saksa 
Etanoli (Etax Aa 99,5 % (m/m)) Altia Oy, Rajamäki, Suomi 
Fosforihappo (85 % p.a.) Fluka, Buchs, Sveitsi 
Indometasiini (USP) Hawkins Pharmaceutical Group, Minneapolis, 
USA (erä 48196) 
Metanoli (HiPerSolv 
Chromanorm) 
VWR, Leuven, Belgia 
Natriumdivetyfosfaattidihydraatti 
(p.a.) 
Riedel-de Haën, Seelze, Saksa 
Natriumhydroksidi (PhEur) Ruotsi 
Poloksameeri 188 (Lutrol F 68) Basf, Ludwigshafen, Saksa (41-0498) 
Regeneroitu selluloosamembraani 
(SpectraPor RC 12–14 kDa) 
Spectrum Labs, Rancho Dominguez, USA 
Vesi, ultrapuhdistettu (MilliQ) Millipore, Molsheim, Ranska 
 
 
Kuva 2. Poloksameerin hydrofobinen ketju (punainen) tarttuu nanokiteen (viivoitettu alue) 
pintaan. Hydrofiiliset ketjun osat (vaaleansininen) muodostavat kiteen ympärille 
hydrofiilisen kerroksen, joka stabiloi kiteen steerisesti. Tummansiniset pisteet kuvaavat 
vesimolekyylejä. Kuva ei mittakaavassa. 
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6.4 pH-mittaukset 
Valmistettujen puskuriliuosten happamuus mitattiin sekä valmistamisen yhteydessä että 
juuri ennen käyttöä FieldLab -pH-mittarilla, joka oli varustettu BlueLine 14 pH -
elektrodilla (Schott Instruments, Mainz, Saksa). 
6.5 Pitoisuusmääritys 
Indometasiinin pitoisuusmääritys tehtiin nestekromatografisesti (HPLC) käänteisfaasi-
kolonnilla. Kokeissa käytetty laitteisto oli HPLC Agilent Infinity 1200, joka koostui 
seuraavista komponenteista: kvaternääripumppu G1311C 1260 Quat Pump VL, näytteen-
syöttäjä G1367A WPALS, kolonniuuni G1316A COLCOM, UV-detektori G1365B 
MWD ja fluoresenssidetektori G1321 A FLD. Laitteiston ohjaus ja mittaustulosten 
analysointi tehtiin ohjelmalla OpenLab CDS ChemStation C.01.07. Mittauksissa käytetty 
kolonni oli Discovery C18, 4,6×150 mm, 5 µm (Supelco, Bellefonte, USA). 
Käytetty asetonitriili oli jo valmiiksi HPLC-laatua, joten sitä ei suodatettu. Vesipitoinen 
ajoliuos imusuodatettiin membraanin läpi (GH Polypro 0,45 µm, Pall Life Sciences, 
Meksiko). Vesipitoinen ajoliuos käytettiin 2 viikon sisällä valmistamisesta. Ennen 
mittauksia kolonnin annettiin tasapainottua menetelmän ajo-olosuhteissa vähintään 
30 minuutin ajan. UV-detektorin annettiin olla päällä 30 minuutin ajan ennen mittausten 
aloittamista. 
HPLC-näytteet suodatettiin ennen mittausta. 1,5 ml näyteliuosta otettiin 3 ml ruiskuun ja 
suodatettiin ruiskusuodattimen (GHP Acrodisc 0,45 µm, Pall Life Sciences, Meksiko) 
läpi. Ensimmäiset 0,5 ml suodoksesta heitettiin pois ja seuraava 1 ml otettiin suoraan 
lasiseen 1,5 ml HPLC-näytepulloon. Näytepullo suljettiin välittömästi silikoniseptumilla 
ja muovikorkilla ja merkittiin. Näytteet säilytettiin jääkaapissa (4–6 °C) analysointiin 
saakka. 
Menetelmän havainto- ja määritysrajat (LOD ja LOQ) määritettiin laimeimpien 
standardiliuosten avulla piirretyn standardisuoran kulmakertoimesta ja y-akselin 
leikkauspisteen virheestä ICH:n (1994) ohjeistuksen mukaisesti. Käytetyt yhtälöt olivat 
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𝐿𝑂𝐷 =
3,3𝑘
𝑠
 (havaitsemisraja) ja 
 
( 10 ) 
𝐿𝑂𝑄 =
10𝑘
𝑠
 (määritysraja), ( 11 ) 
 
joissa k on standardisuoran kulmakerroin ja s on y-akselin leikkauspisteen keskihajonta. 
Indometasiinin analyysimenetelmä muokattiin kirjallisuudessa esitetyistä menetelmistä 
(Pohlmann ym. 2008; Liu ym. 2011). HPLC-analyysin parametrit on esitetty taulukossa 
4. Kantaliuos indometasiinin standardiliuoksia varten valmistettiin punnitsemalla tarkasti 
noin 25 mg indometasiinia ja laimentamalla se etanolilla 50 ml:ksi. Tästä kantaliuoksesta 
valmistettiin etanolilla laimentamalla standardiliuossarja, jonka tavoitepitoisuudet olivat 
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 50; 100; 200 ja 500 mg/ml. Standardit mitattiin 24 h 
sisällä valmistamisesta. Standardeista valmistettiin kolme rinnakkaista sarjaa. 
Taulukko 4. Indometasiinin HPLC-analyysi 
Parametri Arvo 
Mobiilifaasi 0,2 % H3PO4:ACN (40:60) 
Virtausnopeus 1,5 ml/min 
Injektiotilavuus 20 µl 
Mittausaallonpituus 270 nm 
Mittausalueen leveys 10 nm 
Kolonnin lämpötila 30 °C 
 
6.6 Nanosuspensioiden valmistus ja karakterisointi 
6.6.1 Nanosuspensioiden valmistaminen 
Nanokidesuspensiot valmistettiin märkäjauhatusmenetelmällä Pulverisette 7 
Premium -kuulamyllyllä (Fritsch, Idar-Oberstein, Saksa) soveltaen kirjallisuudessa 
esitettyä jauhatusmenetelmää (Liu ym. 2011). Stabilisaattorina käytettiin poloksameeri 
188:aa. Jauhatusastian (tilavuus 45 ml) jauhatuspinnat ja jauhatushelmet (halkaisijat 1, 5 
ja 10 mm) olivat zirkoniumoksidia. Jauhatuksessa käytetty helmien määrä oli 60 g (1 mm 
helmet), 67 g (5 mm helmet) tai 17 kpl (10 mm helmet). Helmet laitettiin jauhatusastian 
pohjalle. 2,00±0,05 g jauhettavaa lääkeainetta punnittiin ja suspendoitiin 5,0 ml:aan 
0,24 g/ml poloksameeri 188 -liuosta (stabilisaattoria 60 massa-% lääkeaineen määrästä). 
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Suspensio kaadettiin jauhatusastiaan helmien päälle ja suspendointiin käytetty astia 
huuhdeltiin 5,0 ml:lla puhdistettua vettä, joka lisättiin jauhatusastiaan. Jauhatusastia 
suljettiin ja siirrettiin kuulamyllyyn. Jauhatusnopeus oli kokeesta riippuen 425–
1 100 rpm (kierrosta minuutissa). Yksi jauhatussykli oli 3 min pituinen, ja syklien määrä 
oli 3–10 kappaletta. Jauhatussyklien välillä jauhatusastia poistettiin kuulamyllystä ja 
jäähdytettiin jäähauteella. Mahdollinen ylipaine vapautettiin venttiiliä avaamalla. 
Joissakin erissä käytettiin pienempää jauhatusastiaa tai pienempää lääkeainemäärää, 
nämä poikkeamat perusmenetelmästä on mainittu liitteen 1 taulukon erityishuomioita-
sarakkeessa. Jauhatuksen jälkeen valmis suspensio siirrettiin lasiseen säilytysastiaan 
pipetoimalla. Pipetin kärjen koko valittiin siten, että helmet eivät nousseet pipetin 
kärkeen. Valmis suspensio säilytettiin jääkaapissa (4–6 °C). Suspension (nimellinen 
pitoisuus 200 g/l) todellinen pitoisuus määritettiin HPLC-menetelmällä liuottamalla 
suspensio etanoliin ja laimentamalla näytettä siten, että pitoisuus oli analyysimenetelmän 
lineaarisella alueella. Dialyysimenetelmässä käytettiin erää INS350, ja valonsironta- ja 
lapamenetelmäkokeet tehtiin erillä INS300, INS600 ja INS900. Suspension keskimääräinen 
hiukkaskoko on ilmoitettu suspension nimessä (indometasiininanosuspensio x nm). 
Liukenemiskokeita varten suspensio, jonka nimellinen pitoisuus oli 20 g/l, laimennettiin 
puhdistetulla vedellä suhteessa 1:10 niin kutsutuksi työsuspensioksi. Nämä laimennokset 
tehtiin pipetoinnin toistettavuuden parantamiseksi. Työsuspensioiden (nimellinen 
pitoisuus 20 g/l) todelliset pitoisuudet määritettiin HPLC-menetelmällä liuottamalla 
suspensio etanoliin ja laimentamalla näytettä siten, että pitoisuus oli analyysimenetelmän 
lineaarisella alueella. 
6.6.2 Hiukkaskoko 
Nanosuspensioiden hiukkaskoko mitattiin DLS-menetelmällä Zetasizer Nano SZ -
laitteella (Malvern Instruments, Malvern, Yhdistyneet Kuningaskunnat). Kokoa 
kuvaaviksi DLS-mittauksen parametreiksi valittiin painotettu intensiteettipainotettu 
hydrodynaamisen säteen keskiarvo (Dz) ja kokojakauman leveyttä kuvaava poly-
dispersiteetti-indeksi (PDI). Mittauksessa käytetty laserin aallonpituus oli 632,8 nm ja 
laserin teho oli 4 mW. Mittaukset tehtiin 173° kulmassa heräte säteilyyn nähden eli 
takaisinsirontamoodissa. Kokomittauksia varten valmistettiin mitattavasta lääkeaineesta 
kylläinen liuos, joka sisälsi myös suspensioiden valmistuksessa käytettyä stabilisaattoria. 
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Ylimäärä lääkeainetta ja 1 g poloksameeri 188:aa suspendoitiin 100 ml:aan puhdistettua 
vettä. Suspensiota ravisteltiin 24 h ajan, jonka jälkeen kiinteän aineen annettiin laskeutua 
ja seos suodatettiin 0,2 µm ruiskusuodattimella (polyeetterisulfonimembraani, VWR 
International, USA). Kokomittausta varten 0,1 g nanosuspensiota ja 1,9 ml kylläistä 
liuosta sekoitettiin lasivialissa ultraäänihauteessa noin 1,5 min ajan. 200 µl tätä liuosta 
lisättiin 1 ml:aan kylläistä liuosta suoraan polystyreenikyvetissä (Sarstedt, Nümbrecht, 
Saksa). Työsuspensioiden kokomittaus tehtiin lisäämällä 20 µl suspensiota 1 ml:aan 
kylläistä liuosta suoraan kyvetissä. Kyvetissä oleva näyteliuos sekoitettiin kääntelemällä. 
Mittaus aloitettiin välittömästi. Mittausparametrit on koottu taulukkoon 5. 
Taulukko 5. Hiukkaskokomittauksen asetusarvot  
Parametri Arvo 
Lämpötila 25,0 °C 
Tasapainotusaika 10 s 
Väliaineen viskositeetti 0,8872 cP 
Väliaineen taitekerroin 1,330 
Materiaalin taitekerroin 1,59 
Materiaalin absorptio 0,010 
Attenuaattori automaattinen 
Mittauspaikka automaattinen 
Skannauksen kesto automaattinen 
Skannausten lukumäärä 3 
Mittausten lukumäärä 3 
Viive mittausten välillä 0 s 
 
6.6.3 Optinen mikroskopia 
Mikroskooppikuvat otettiin Evos XL - mikroskoopilla (AMG). Nanosuspensioille käytet-
tiin yksinomaan 40x suurennosta, bulkkimateriaalille myös 20x suurennosta. Käytetty 
suodatin oli 20/40PH. Bulkkimateriaali mikroskopoitiin ainoastaan kuivana. Nano-
suspensiot mikroskopoitiin sekä märkänä että kuivattuna. Märät näytteet valmistettiin 
tiputtamalla pieni määrä suspensiota mikroskooppilasille ja peittämällä se välittömästi 
peitinlasilla. Kuivatut näytteet valmistettiin tiputtamalla pieni määrä suspensiota 
mikroskooppilasille, jonka jälkeen lasia kallistettiin pisaran levittämiseksi. 
Mikroskooppilasit suojattiin pölyltä asettamalla ne kannellisiin petrimaljoihin, ja suspen-
sion annettiin kuivua vakuumieksikaattorissa. 
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6.6.4 Differentiaalipyyhkäisykalorimetria 
DSC-mittaukset suoritettiin DSC823e-laitteella (Mettler-Toledo AG, Sveitsi) ja tulokset 
analysoitiin STARe-ohjelmalla (versio 9.00, Mettler-Toledo AG, Sveitsi). Laite oli 
kalibroitu indiumilla. Lämmitysohjelma oli 10 °C/min, 20–180 °C. Suojakaasuna 
käytettiin typpeä (50 ml/min). Termogrammit mitattiin nanosuspensioiden lisäksi bulkki-
indometasiinista, poloksameeri 188:sta ja näiden fysikaalisesta seoksesta sellaisenaan ja 
huhmareessa kevyesti jauhettuna. Mittausta varten nanosuspensiot kuivattiin 
vakuumieksikaattorissa. Näytejauhe (1,5–5 mg) tiivistettiin kevyesti alumiiniupokkaan 
pohjalle ja upokas suljettiin rei'itetyillä alumiinikannella. Termisten tapahtumien 
lämpötilat määritettiin piikkien alkulämpötiloina. Hyvin leveistä piikeistä ilmoitettiin 
myös piikin huipun lämpötila-arvo. 
6.6.5 Liukoisuus 
Indometasiinin termodynaaminen liukoisuus käytetyn stabilisaattorin kera määritettiin 
liuottamalla bulkki-indometasiinia puhdistettuun veteen ja fosfaattipuskuriliuoksiin (pH 
3,5 ja 5,5). Poloksameeri 188:aa lisättiin 60 % (m/m) indometasiinin määrästä. Lasivialiin 
punnittiin 50 mg indometasiinia. Vialiin lisättiin 125 µl poloksameeri 188 -liuosta 
(240 g/l)  ja 4 ml puhdistettua vettä tai puskuria. Suspensio sekoitettiin ravistelemalla 
10 min ajan. Tästä suspensiosta pipetoitiin 3 rinnakkaista 1 ml näytettä uusiin vialeihin, 
ja niihin lisättiin 9 ml puhdistettua vettä tai puskuria. Vialeita ravisteltiin 24 h ajan. 
Suspensioista otettiin näytteet (1,4 ml) ajanhetkinä 2 h, 4 h ja 24 h. Näytteet 
sentrifugoittiin Eppendorf-putkissa (13 200 rpm, 10 min) ja supernatantti suodatettiin 
ruiskusuodattimella (Acrodisc GHP 0,45 µm) HPLC-vialiin. HPLC-näytteet säilytettiin 
jääkaapissa (4 °C) analysointiin saakka. 
Hiukkaskooltaan pienimmän nanosuspension INS300 liukoisuus pH:ssa 5,5 määritettiin 
vastaavasti. Sitä punnittiin 300 mg, mikä vastaa noin 60 mg indometasiinia. Koe 
suoritettiin kuten bulkkilääkeaineella lukuun ottamatta pidempää sentrifugointia 
(13 200 rpm, 15 min). 
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6.7 Liukenemisnopeus 
6.7.1 Valonsirontamenetelmä 
Menetelmä liukenemisnopeuden mittaamiseksi muokattiin Anhaltin työtovereineen  
(2012) julkaiseman menetelmän pohjalta. Mittaukset tehtiin Zetasizer Nano ZS -laitteella 
(Malvern Instruments, Malvern, Yhdistyneet Kuningaskunnat) polystyreenikyveteissä 
(Sarstedt, Nümbrecht, Saksa). Mittaus perustui sironneen lasersäteilyn intensiteetin 
muutoksien seuraamiseen. Intensiteettimittaukset suoritettiin pitämällä mittauspaikka ja 
säteilyn vaimennus vakiona. Laservalonlähteen annettiin olla päällä vähintään 20 
minuutin ajan ennen mittausta sen stabiloimiseksi. Yksittäinen mittaus koostui 2 
kappaleesta 2 s ajoja. Jatkossa tätä mittausta kutsutaan liukenemisajoksi. Ennen kutakin 
mittausta kyvettiin lisättiin haluttu tilavuus, yleensä 1 ml haluttua liukenemisväliainetta. 
Väliaine suodatettiin kahdesti 0,2 µm polyeetterisulfonimembraanin läpi (VWR 
International, USA). Pölykontaminaation välttämiseksi kyvetti peitettiin parafilmillä. 
Väliaineen aiheuttaman sirontaintensiteetin määrittämiseksi käynnistettiin 
liukenemisajosarja, jota toistettiin vähintään 6 kertaa. Näiden mittausten intensiteettien 
keskiarvo oli kunkin liukenemisnopeuskokeen liukenemisväliaineen sironnan 
pulssitaajuus (MCRväliaine, mean count rate). Tämän jälkeen mitattava suspensio 
laimennettiin kahdessa vaiheessa. Ensimmäisessä vaiheessa työsuspensiota laimennettiin 
kahdesti suodatetulla (0,2 µm polyeetterisulfonimembraani, VWR International, USA) 
MilliQ-vedellä siten, että sen konsentraatio oli vähintään 5 kertaa indometasiinin 
kylläinen konsentraatio. Tyypillisesti noin 10–30 µl 2,0 % (m/m) työsuspensiota lisättiin 
1 ml:aan MilliQ-vettä Eppendorf-putkessa, jota sekoitettiin käännellen 5 kertaa. Tätä 
suspensiota pipetoitiin välittömästi kyvetissä olevaan liukenemisväliaineeseen siten, että 
liuoksen lopullinen konsentraatio oli halutulla tasolla. Tyypillinen laimennos oli 20 µl 
esilaimennosta 1 ml:aan liukenemisväliainetta. Pipetoinnin jälkeen kyvetti peitettiin 
parafilmillä, sitä käänneltiin varovasti 2 kertaa suspension sekoittamiseksi, se asetettiin 
paikoilleen laitteeseen ja liukenemisajosarja käynnistettiin. Ensimmäinen mittauspiste 
rekisteröityi noin 20–30 s kuluttua mittauksen käynnistämisestä. Liukenemis-
nopeuskokeen alkuhetkeksi merkittiin kellonaika, jona esilaimennettu suspensio lisättiin 
kyvettiin. Liukenemisajoja jatkettiin, kunnes laitteet ilmoittama keskimääräinen 
pulssitaajuus (MCR) oli saavuttanut puhtaasta liukenemisväliainesta mitatun 
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pulssitaajuuden tai vakioarvon. MCR ilmoitettiin yksikössä kcps (kilo counts per second), 
joka on 103 pulssia (fotonia) sekunnissa. Jos liukenemisen etenemistä haluttiin seurata 
pidemmän ajan kuluessa, liuos säilytettiin kyvetissä huoneenlämmössä (22±1 °C) 
parafilmillä peitettynä ja valolta suojattuna. Lopuksi mitattu liuos siirrettiin lasiseen 
HPLC-vialiin ja sen indometasiinipitoisuus määritettiin HPLC-menetelmällä. 
Liukenemisnopeuskokeen mittausparametrit on esitetty taulukossa 6. 
Taulukko 6. Liukenemisnopeusmittauksen asetusarvot 
Parametri Arvo 
Lämpötila 25,0 °C 
Tasapainotusaika 0 s 
Väliaineen viskositeetti 0,8872 cP 
Väliaineen taitekerroin 1,330 
Materiaalin taitekerroin 1,59 
Materiaalin absorptio 0,010 
Attenuaattori 10 
Mittauspaikka 4,65 mm 
Skannauksen kesto 2 s 
Skannausten lukumäärä 2 
Mittausten lukumäärä 100 
Viive mittausten välillä 0 s 
 
Liukenemisnopeuskokeen tulokset ilmoitettiin muodossa 
 𝛥𝑀𝐶𝑅 = 𝛥𝑀𝐶𝑅𝑚𝑖𝑡𝑡𝑎𝑢𝑠 − 𝛥𝑀𝐶𝑅𝑣ä𝑙𝑖𝑎𝑖𝑛𝑒   ( 12 ) 
eli kunkin yksittäisen liukenemisajon MCR-arvosta vähennettiin puhtaan liukenemis-
väliaineen aiheuttama keskimääräinen MCR-arvo. Nämä arvot piirrettiin ajan funktiona. 
Mittaustulokset sovitettiin Origin Pro 2016 -ohjelmalla (OriginLabs, Northampton, USA) 
eri liukenemisnopeusmalleihin (eksponenttiyhtälö, bieksponenttiyhtälö ja Hixson–
Crowellin kuutiojuurilauseke). Yksittäisistä sovituksista saaduista mallien parametreista 
laskettiin aritmeettiset keskiarvot, jolloin kullekin suspensioille saatiin oma keski-
määräinen liukenemisnopeusyhtälö. Kunkin parametrin virherajat saatiin yksittäisten 
sovitusten parametrien keskihajontana. Kullekin suspensiolle määritettiin liukenemisaika 
DT (dissolution time), joka määriteltiin ajaksi, jolloin sironta on laskenut 1 %:iin 
nollahetken sironnasta, eli 
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𝛥𝑀𝐶𝑅(𝐷𝑇) = 0,01𝛥𝑀𝐶𝑅(0) ( 13 ) 
(Anhalt ym. 2012). 
Liukenemisnopeutta tutkittiin kahdella eri konsentraatioalueella, hyvin pienessä 
konsentraatiossa eli sink-konsentraatiossa (pitoisuus korkeintaan 30 % kylläisen 
bulkkiliuoksen pitoisuudesta) ja välikonsentraatiossa (pitoisuus 30–50 % kylläisen 
bulkkiliuoksen pitoisuudesta). Julkaistujen tulosten mukaan sink-olosuhteissa ei saatu 
luotettavia tuloksia, ja tätä haluttiin tutkia myös indometasiinin osalta (Anhalt ym. 2012). 
Saman tutkimuksen mukaan pitoisuuden vaikutus liukenemisnopeuteen oli vähäinen, kun 
pitoisuus oli korkeintaan 56 % kylläisen liuoksen pitoisuudesta, joten tämän perusteella 
välikonsentraatioalue rajattiin edellä mainitulle välille. Tarkastelua ei kyetty tekemään 
tarkoin konsentraation funktiona, koska suspension pipetointi ei ollut riittävän 
toistettavaa, jotta toistoja olisi voitu tehdä tarkasti aivan samalla konsentraatiolla. 
Menetelmän lineaarisuutta tutkittiin seuraamalla MCR-arvon riippuvuutta 
hiukkaskonsentraatiosta. Suspensiosta INS300 valmistettiin sarja laimennoksia, joiden 
pitoisuus oli 8–30 mg/l. Liukenemisen minimoimiseksi laimennokset tehtiin 
fosfaattipuskurilla pH 3,5. Laimennokset tehtiin välittömästi ennen mittaussarjan 
aloittamista valmistetusta kantalaimennoksesta, jonka pitoisuus määritettiin HPLC-
menetelmällä. Laimennettujen suspensioiden sironnan intensiteetti mitattiin heti 
laimennoksen jälkeen. Mittausparametrit on koottu taulukkoon 7. Määritys toistettiin 
kolmella erikseen laimennetulla sarjalla. Tuloksista piirrettiin pitoisuus-
intensiteettikuvaaja, jonka perusteella lineaarisuutta voitiin arvioida. Liukenemisen 
ohella myös sedimentoituminen ja hiukkaskoon kasvaminen agglomeraation tai 
uudelleenkiteytymisen vuoksi vaikuttaa valonsironnan intensiteettiin. Näistä tapahtumia 
seurattiin mittaamalla sekä sironnan intensiteettiä että hiukkasten hydrodynaamista 
sädettä ylikylläisestä suspensiosta sekä suspension seisoessa levossa että 
ultraäänisekoituksen jälkeen. Koska näissä mittauksissa tarvittiin erilaiset 
mittausparametrit, näytettä mitattiin vuorotellen intensiteetin ja koon mittauksiin 
sopivilla parametreilla. Kokomittaus tehtiin samoin kuin muutkin kokomittaukset, 
intensiteettimittauksen parametrit on esitetty taulukossa 7.  
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Taulukko 7. Lineaarisuusmittauksen ja intensiteettimittauksen asetusarvot 
Parametri Lineaarisuusmittaus Intensiteettimittaus 
Lämpötila 25,0 °C 25,0 °C 
Tasapainotusaika 10 s 0 s 
Väliaineen viskositeetti 0,8872 cP 0,8872 cP 
Väliaineen taitekerroin 1,330 1,330 
Materiaalin taitekerroin 1,59 1,59 
Materiaalin absorptio 0,010 0,010 
Attenuaattori 9 7 
Mittauspaikka 4,65 mm 4,65 mm 
Skannauksen kesto 10 s 10 s 
Skannausten lukumäärä 3 1 
Mittausten lukumäärä 3 3 
Viive mittausten välillä 0 s 0 s 
 
Mitattava näyte valmistettiin pipetoimalla 30 µl työsuspensiota 1 ml:aan kylläistä 
indometasiiniliuosta. Liuos sekoitettiin kääntelemällä vaahdonmuodostusta välttäen. 
Kahdesti mittaus tauotettiin, kyvetissä oleva suspensio sekoitettiin ultraäänellä 3 min ajan 
ja mittausta jatkettiin. Mittaus tehtiin kerran kustakin kolmesta nanosuspensiosta. 
Indometasiinin adsorptiota kyvettiin tutkittiin sekä käyttämättömissä että uudelleen 
käytetyissä kyveteissä. Kyvetti täytettiin indometasiiniliuoksella (4 ml), joka oli 
valmistettu liuottamalla bulkki-indometasiinia fosfaattipuskuriin (pH 7,4). Kyvetistä 
otettiin 750 µl näyte ajanhetkillä 5, 15 ja 240 min. Näyte suodatettiin ruiskusuodattimella 
(Acrodisc GHP 0,45 µm, Pall Life Sciences, Meksiko). Ensimmäiset 250 µl heitettiin 
pois ja loppuosa näytteestä (500 µl) otettiin talteen suoraan HPLC-vialiin. Koe tehtiin 
yhteensä 6 kyvetillä, joista 3 oli uusia ja 3 uudelleen käytettyjä. Liuoksen 
alkukonsentraatio ja kunkin näyteliuoksen konsentraatio määritettiin HPLC-
menetelmällä. Tuloksista laskettiin indometasiinin keskimääräinen pitoisuus liuoksessa 
kullakin ajanhetkellä ja tätä verrattiin indometasiiniliuoksen alkukonsentraatioon. 
6.7.2 Farmakopean lapamenetelmä 
Farmakopean mukainen liukenemisnopeuskoe suoritettiin Erweka DT80 -laitteella, joka 
oli varustettu ET 15001 -termostaattiyksiköllä (Erweka GmbH, Heusenstamm, Saksa) 
lapamenetelmällä (European Pharmacopoeia 2013c). Liukenemisväliaineena käytettiin 
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500 ml fosfaattipuskuria, pH 5,5. Kokeen suorituslämpötila oli 25,0±0,5 °C, 
sekoitusnopeus 100 rpm ja näytteenottohetket olivat 30 s, 60 s, 90 s, 2 min, 4 min, 8 min, 
15 min ja joillakin formulaatioilla myös 30 min. Työsuspensioista (pitoisuus noin 20 g/l) 
tehtiin esilaimennos lisäämällä 400 µl suspensiota 3 ml:aan puhdistettua vettä. Tämän 
suspension konsentraatio oli noin 2 300 mg/l. Mahdollisimman pian 1,6 ml tästä 
esilaimennoksesta pipetoitiin suoraan liukenemiskoelaitteen astiaan (mittauksen 
nollahetki). Tavoitekonsentraatio oli noin 7,5 mg/l, mikä vastasi valonsirontamenetelmän 
välikonsentraatiota. Todellinen kokeessa käytetty konsentraatio varmistettiin ottamalla 
esilaimennoksesta 0,5 ml näyte, joka laimennettiin etanolilla 2 ml:ksi. Näytteen pitoisuus 
määritettiin HPLC-menetelmällä. Esilaimennos ei olisi ollut välttämätön, koska tässä 
kokeessa pipetoitava määrä olisi ollut riittävän suuri myös suoraan työsuspensiosta 
tehtynä. Esilaimennoksella haluttiin kuitenkin jäljitellä valonsirontamenetelmässä tehtyä 
kaksivaiheista laimennusta. 
Valituilla ajanhetkillä liukenemisväliaineesta otettiin 2,5 ml näyte, joka suodatettiin välit-
tömästi 0,2 µm polyeetterisulfonimembraanilla varustetulla ruiskusuodattimella (VWR 
International, USA). Poistettu näytetilavuus korvattiin lisäämällä sama tilavuus tuoretta, 
samassa lämpötilassa pidettyä puskuriliuosta. Alkuosa suodoksesta heitettiin pois ja 
viimeinen 1 ml otettiin talteen lasisiin HPLC-vialeihin. Näytteen indometasiinipitoisuus 
määritettiin HPLC-menetelmällä. Kustakin nanosuspensiosta tehtiin kolme rinnakkaista 
määritystä, joista kuhunkin tehtiin oma esilaimennos juuri ennen liukenemisnopeus-
kokeen aloittamista. Jotta tämän liukenemisnopeuskokeen tulokset olisivat suoraan ver-
tailtavissa valonsirontamenetelmän tulosten kanssa, tulokset esitettiin vapautumattoman 
aineen osuutena kokeessa käytetystä kokonaismäärästä, ja saatu data sovitettiin samalla 
liukenemista kuvaavalla matemaattisella mallilla kuin sirontamenetelmässä. Sovituksesta 
ilmoitettiin yhtälön parametrit sekä liukenemisaika keskihajontoineen. 
6.7.3 Dialyysimenetelmä 
Dialyysit suoritettiin 400 ml dekantterilasissa 37±1 °C:ssa. Liukenemisväliaineena 
käytettiin fosfaattipuskuria, pH 7,4. Kokeen ajaksi dekantterilasit peitettiin parafilmillä, 
johon tehtiin reikä näytteenottoa varten. Sekoitukseen käytettiin magneettisekoittajaa 
nopeudella 200 rpm. Dialyysikalvona käytettiin SpectraPor 2 -dialyysiputkea, jolle 
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ilmoitettu molekyylipainon läpäisyn raja-arvo oli 12–14 kDa. Dialyysiputken leveys 
tyhjänä oli 25 mm, ja täytetyn putken halkaisija 16 mm. Valmistajan ilmoittama 
dialyysiputken tilavuus oli 2 ml/cm. Dialyysiputkea liotettiin yön yli kokeessa käytetyssä 
puskuriliuoksessa säilytysaineena olevan glyserolin poistamiseksi ja kalvon 
tasapainottamiseksi kokeen liuoksella, ja se huuhdeltiin puhdistetulla vedellä ennen 
käyttöä. Dialyysiputken sulkemiseen käytettiin SpectraPor Universal -sulkimia. Putken 
alapää suljettiin painolla varustetulla sulkimella ja yläpää tavallisella sulkimella, johon 
oli kelluvuuden varmistamiseksi lisätty kellukkeet molemmin puolin suljinta (kuva 3). 
Lisäkellukkeet olivat tarpeen, koska dialyysiputken sisään ei haluttu jättää suositeltua 
ilmatilaa, joka auttaa kelluttamaan dialyysiputken pystysuorassa asennossa. Ilman 
kellukkeita alasuljin veti dialyysiputken astian pohjalle, jossa se häiritsi 
magneettisekoittajan tasaista pyörimistä. 
Dialyysimenetelmän karakterisoimiseksi dialyysi suoritettiin ensin indometasiini-
liuokselle. Tämän jälkeen dialyysi suoritettiin nanosuspensiolle INS350 (Dz=338±3 nm, 
PDI=0,28±0,04). Vastaanottavaan faasiin vapautunut indometasiinimäärä suhteutettiin 
kokeen alussa dialyysiputken sisällä olleen luovuttavan faasin tunnettuun 
indometasiinimäärään, ja vapautunut osuus piirrettiin ajan funktiona. 
Koe aloitettiin lisäämällä 6,0 ml näyteliuosta tai -suspensiota liotettuun ja huuhdeltuun 
dialyysiputkeen. Nanosuspensio laimennettiin haluttuun konsentraatioon juuri ennen 
 
Kuva 3. Dialyysiputki saatiin kellumaan pystyasennossa lisäämällä kellukkeet (nuoli) 
yläsulkimeen. Kuva sivusta (vasemmalla) ja ylhäältä (oikealla). 
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dialyysin aloittamista 10 ml mittapullossa. Suspensio laimennettiin kokeessa käytetyllä 
fosfaattipuskurilla. Suljettu dialyysiputki asetettiin sekoitettuun liukenemisväliaineeseen, 
josta otettiin 1,5 ml näyte aina samasta kohdasta ennalta määrättyinä ajanhetkinä. 
Poistettu näytetilavuus korvattiin tuoreella, samassa lämpötilassa pidetyllä puskurilla. 
Näyte suodatettiin 0,45 µm ruiskusuodattimella (GHP Acrodisc, Pall Life Sciences, 
Meksiko). Suodoksesta viimeinen 1 ml otettiin talteen HPLC-vialiin. Näytteet säilytettiin 
jääkaapissa analysointiin saakka. 
6.8 Tilastolliset menetelmät 
Toistomittausten tuloksista laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat Microsoft Excel 2013 -
ohjelmalla ja jos muuta ei mainita, tulokset ilmoitettiin muodossa 
keskiarvo±keskihajonta. Tilastollisena testinä kahden muuttujan vertailussa käytettiin 
kaksisuuntaista t-testiä (erisuuret varianssit) ja useamman muuttujan vertailussa tilanteen 
mukaan joko kaksisuuntaista toistettujen mittausten tai yksisuuntaista ANOVA-testiä. 
Vertailut tehtiin Microsoft Excel 2013 -ohjelmalla. Riskitasoksi valittiin 0,05. 
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7 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 
7.1 Pitoisuusmääritys 
Indometasiinin pitoisuusmääritys on lineaarinen alueella 0,08–500 mg/l (kuva 4). 
Havaitsemisrajaksi saatiin 0,08 mg/l ja määritysrajaksi 0,24 mg/l. Tiedot havaitsemis- ja 
määritysrajan määrityksestä sekä esimerkki indometasiinin kromatogrammista ovat 
liitteessä 2. 
7.2 Nanosuspensioiden karakterisointi 
7.2.1 Hiukkaskoko 
Nanosuspensioiden hiukkaskoko mitattiin heti valmistamisen jälkeen, 1 vuorokauden ja 
1, 2 ja 4 viikon kuluttua valmistuksesta. Nanosuspensiosta INS900 tulokset 0 vuorokautta 
ja 1 viikko puuttuivat. Koko mitattiin myös aina ennen liukenemisnopeuskokeiden 
suorittamista. Näytteet sekoitettiin ultraäänellä ennen mittausta. Sekoitusta jatkettiin niin 
pitkään, että astian pohjalle sedimentoituneet hiukkaset oli saatu suspendoitua uudelleen. 
Heti valmistuksen jälkeen kaikkien suspensioiden mitattu hiukkaskoko oli pienempi kuin 
vuorokauden kuluttua. Tämän alkuvaiheen kasvun jälkeen suurin osa valmistetuista 
suspensioista oli kooltaan melko stabiileja ja ne nimettiin yhden vuorokauden 
 
Kuva 4. Indometasiinin pitoisuusmäärityksen standardisuora. A on HPLC-piikin 
ala (pinta-alayksikköinä) ja c indometasiinipitoisuus. 
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keskimääräisen koon perusteella (kuva 5). Taulukkoon 8 on kerätty tiedot liukenemis-
nopeuskokeissa käytettyjen suspensioiden hiukkaskoon muutoksista säilytyksen (4 °C) 
aikana. 
Taulukko 8. Suspensioiden hiukkaskoon Dz ja polydispersiteetti-indeksin muutokset 
jääkaappisäilytyksen aikana (n=3) 
 INS300  INS600 INS900 
Säilytys-
aika  
Dz (nm) PDI Dz (nm) PDI Dz (nm) PDI 
0 vrk 281±2 0,19±0,01 461±11 0,37±0,02 - - 
1 vrk 295±3 0,23±0,02 557±22 0,43±0,05 914±6 0,27±0,01 
1 viikko 352±4 0,17±0,01 788±16 0,43±0,03 - - 
2 viikkoa 288±2 0,18±0,03 852±43 0,39±0,08 1057±23 0,29±0,02 
4 viikkoa 568±56 0,33±0,05 824±45 0,41±0,01 1316±9 0,21±0,02 
 
Liukenemiskokeeseen valitut suspensiot erosivat kooltaan toisistaan selkeästi, mutta tästä 
huolimatta suspension hiukkaskoko oli samaa luokkaa seuravaksi suurimman suspension 
kanssa jo 4 viikon jälkeen. Nanosuspension INS300 hiukkaskoon kasvu oli yllättävää, 
koska samaa menetelmää ja samoja raaka-aineita käyttäen noin 300 nm suspension 
hiukkaskoossa oli raportoitu vain minimaalinen muutos sekä huoneenlämmössä että 
jääkaapissa säilytyksen (2 kuukautta) jälkeen (Liu ym. 2011). 
INS600 ja INS900 hiukkaskoon kasvu oli nopeampaa kuin pienimmän suspension. INS600:n 
PDI-arvo kertoo, että kokojakauma oli tässä suspensiossa melko leveä. Kapeampaa 
jakaumaa tämän kokoluokan suspensiosta ei tämän työn puitteissa onnistuttu valmis-
tamaan. Kun suspension hiukkaskokojakauma on leveä, voi säilytyksen aikana tapahtua 
Ostwaldin kypsymistä eli pienemmät kiteet liukenevat, ja liuoksesta uudelleenkiteytyvä 
aines hakeutuu suurempien kiteiden pinnoille kasvattaen näitä entisestään (Lindfors 
2006b). Vaikka suspension NS900 hiukkaskokojakauma oli PDI-arvon perusteella melko 
kapea, oli tässäkin suspensiossa mukana pienempiä kiteitä. Suurin osa liukenemis-
nopeuskokeista ehdittiin tehdä 3 viikon aikana, jolloin varsinkin pienimmän suspension 
kokoa voitiin pitää vakiona. Joitakin kokeita on kuitenkin tehty neljännen viikon aikana. 
Suspensioiden hiukkaskoon kasvaminen vaikeutti siten jossain määrin tulosten tulkintaa. 
Ihanteellista olisi, jos liukenemisnopeuden tutkimista varten valmistetut suspensiot 
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olisivat kokojakaumaltaan mahdollisimman kapeita ja ne käytettäisiin 2 viikon kuluessa 
valmistuksesta. 
 
 
 
 
Kuva 5. Eri nanosuspensioiden hiukkaskokojakauma nanometreinä 1 vuorokausi 
suspension valmistamisen jälkeen mitattuna. 3 rinnakkaista mittausta, y-akselilla 
intensiteetti (%). 
 
INS300 
INS900 
INS600 
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7.2.2 Optinen mikroskopia 
Bulkkimateriaalin ja nanosuspensioiden mikroskooppikuvat on esitetty kuvassa 6. 
Käytetty suurennos oli 40x, ellei toisin mainita. Mikroskoppitarkastelussa bulkki-indo-
metasiinin kidekoko vaihteli muutamasta mikrometristä aina muutamiin satoihin mikro-
metreihin. Kiteet olivat muodoltaan kulmikkaita. Nanosuspensioista märkänä otetut 
mikroskooppikuvat oli vaikea saada täysin teräviksi, koska hiukkaset olivat koko ajan 
liikkeessä. Tarkkaa hiukkaskokoa ei näillä suurennoksilla pystytty määrittämään, mutta 
jonkinlainen käsitys kokojakaumasta voitiin saada, ja varsinkin suurten hiukkasten 
läsnäolo oli mahdollista havaita optisellakin mikroskoopilla. 
Nanosuspensio INS300 näytti hyvin tasaiselta, ja suurempia kiteitä tai kideagglomeraatteja 
oli hyvin vähän. Tällä suspensiolla kuivattu ja märkä näyte eivät juurikaan eroa toisistaan. 
Nanosuspensio INS600 vaikutti mikroskooppikuvien perusteella agglomeroituvan 
voimakkaasti kuivumisen aikana. Märässä näytteessä havaittiin vain vähän suuria kiteitä, 
kun taas kuivatussa näytteessä niitä oli runsaasti. Nanosuspension kuivumisen aikana 
tapahtuvaa agglomeraatiota on raportoitu kirjallisuudessa (Van Eerdenbrugh ym. 2008). 
Veden haihtuessa nanokiteet konsentroituivat jäljellä olevaan vesimäärään ja joutuvat 
hyvin lähelle toisiaan, mikä edistää agglomeraatiota. Nanohiukkasten agglomeraation 
ajavaksi voimaksi on esitetty kapillaarivoimia (Wang ym. 2005). 
Nanosuspension INS900 agglomeroituminen oli vähäisempää kuin nanosuspension 
INS600. Agglomeraatteja oli muodostunut lähinnä kuivuvan pisaran reunoille. Tämä 
nähtiin esimerkiksi kuvassa INS900, märkä, jonka alaosassa havaittiin pisaran reunaa 
seuraileva nauhamainen hiukkaskeskittymä (nuoli). Syytä nanosuspension INS600 muista 
poikkeavan agglomeroitumiseen ei selvitelty tarkemmin. Eräs mahdollinen selittävä 
tekijä oli tämän suspension leveä hiukkaskokojakauma. Koska tällä nanosuspensiolla 
havaittiin muita nopeampi hiukkaskoon kasvu myös DLS-mittauksissa, ei kasvu vaikuta 
olevan näytteenvalmistuksesta johtuva artefakti.  
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Kuva 6. Nanosuspensioiden ja bulkkimateriaalin mikroskooppikuvat. Suurennos 40x, 
ellei toisin mainittu. Mittakaavapalkin pituus 100 µm, paitsi ylhäällä oikealla 200 µm. 
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7.2.3 Differentiaalipyyhkäisykalorimetria 
Lähtöaineiden, fysikaalisen seoksen ja nanosuspensioiden termogrammeissa havaitut 
termiset tapahtumat on esitetty taulukossa 9 ja jauhamattomien aineiden termogrammien 
vertailu esitetään 7. Kummankin puhtaan aineen termogrammissa havaittiin ainoastaan 
yksi selkeä endoterminen piikki, joka vastasi kirjallisuudessa raportoitua aineen 
sulamispistettä. Indometasiinin tapauksessa sulamispiste vastasi γ-indometasiinia. 
Näiden tulosten perusteella aineet olivat puhtaita ja indometasiini oli γ-muodossa. 
Fysikaalisen seoksen ja nanosuspensioiden termogrammien tulkinta ei ollut 
yksiselitteistä. Indometasiinin sulamista vastaava piikki muuttui laakeaksi ja siirtyi 
matalampaan lämpötilaan. Vastaavaa on raportoitu muissakin tutkimuksissa (Liu ym. 
2011; Malamatari ym. 2015; Tuomela ym. 2015). Hieman odottamatonta oli, että 
indometasiinin sulaminen näkyi heikoimmin fysikaalisessa seoksessa, jossa hiukkaskoko 
oli suurin, ja pienimmässä nanosuspensiossa, kun taas suspensioissa INS600 ja INS900 
sulaminen näkyi terävämpänä piirteenä. Liitteessä 3 esitetyissä jauhettujen näytteiden 
termogrammeissa havaittiin pieni γ-indometasiinin sulamispistettä vastaava piikki 
fysikaalisen seoksen ja INS300:n tuloksissa. 
Taulukko 9. Yhteenveto DSC-tuloksista. Kaikki tapahtumat endotermisiä. 
Aine Piikin alkulämpötila (huipun lämpötila) °C 
Bulkki-indometasiini - - 158,28 
Poloksameeri 188 53,18 - - 
Fysikaalinen seos 53,10 140,63 (142,96) - 
Fysikaalinen seos, jauhettu 50,26 120,05 (138,46) 158,53 
INS900 48,50 111,01 (136,83) - 
INS900, jauhettu 47,91 105,93 (132,64) - 
INS600 48,64 137,85 (150,58) - 
INS600, jauhettu 48,63 119,35 (139,94) - 
INS300 47,91 135,33 159,17 
INS300, jauhettu 46,84 135,51 159,20 
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DSC-tulosten perusteella ei ollut mahdollista varmistua nanosuspensioiden 
kiteisyysasteesta, vaikka amorfisille aineille tyypillistä lasisiirtymää ei termogrammeissa 
havaittu. Sulamislämpötilan lasku voi johtua sekä pienemmästä hiukkaskoosta että 
hilavirheistä ja amorfisten alueiden läsnäolosta (Pople ja Singh 2006). Yleensä 
sulamislämpötilaa vastaavan endotermisen tapahtuman puuttuminen tulkitaan amorfisen 
muodon läsnäoloksi (Hao ym. 2014). Amorfisuutta saattaakin esiintyä jauhetuissa mate-
riaaleissa, ja amorfinen fraktio voi muodostua joko jauhatuksen tai kuivauksen aikana 
(Kayaert ja Van Den Mooter 2012). Sulamispiikin vaimenemisen on myös esitetty 
johtuvan solubilisoitumisesta sulaan stabilisaattorimatriksiin (Van Eerdenbrugh ym. 
2007). Vastaava ilmiö on havaittu myös kiinteillä lipidinanopartikkeleilla (Shah ym. 
2014b). Jauheröntgendiffraktio olisi antanut varmemman tiedon nanosuspensioiden 
amorfisuudesta tai kiteisyydestä, mutta koska tutkimuksen tavoitteena oli selvittää nano-
suspensioille soveltuvien liukenemisnopeusmääritysten ominaisuuksia, ei kiinteän tilan 
muodon selvittämistä nähty tarpeelliseksi. 
 
Kuva 7. Lähtöaineiden, fysikaalisen seoksen ja nanosuspensioiden termogrammit. 
Eksoterminen suunta ylöspäin. 
                             Bulkki-indometasiini 
           Poloksameeri 188 
Fysikaalinen seos 
 
INS900 
 
INS600 
 
INS300 
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7.2.4 Liukoisuus 
Indometasiinin liukoisuuden määrittäminen osoittautui hankalaksi, ja kuvassa 8 esitetyis-
sä tuloksissa hajonta olikin suuri. Alhaisessa pH:ssa (3,5) indometasiinin määrä liuokses-
sa ylitti analyysimenetelmän havaitsemisrajan ainoastaan 4 h näytteissä. Liuennut määrä 
kasvoi hitaasti, mutta erot eri aikapisteissä eivät olleet tilastollisesti merkitseviä. 
Näytteenottoa ei silti jatkettu vuorokautta pidempään, koska kokeen tarkoituksena oli sel-
vittää, millaista pitoisuutta voidaan pitää liukenemisnopeuskokeissa sink-pitoisuutena. 
Kylläisenä pitoisuutena pH:ssa 5,5 tehdyissä kokeissa pidettiin bulkki-indometasiinin 
24 h liukoisuusarvoa cs,24h=20,1±5,6 mg/l. Eri pH-arvoissa mitattuja liukoisuusarvoja 
voidaan vertailla laskennallisesti yhtälöllä  
𝑐𝑠 = 𝑐𝑠0(1 + 10
𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑎), ( 14 ) 
jossa cs on liukoisuus tietyssä pH:ssa, cs0 molekyylimuodon liukoisuus ja pKa happovakio 
(yhtälö pätee hapoille). Stabilisaattorin kanssa mitattua tulosta ei voi suoraan verrata 
   
Kuva 8. Bulkki-indometasiinista ja nanosuspensiosta INS300 mitatut kylläisen liuoksen 
pitoisuudet 2 eri fosfaattipuskurissa (pH 5,5 ja 3,5) ja puhdistetussa vedessä (MilliQ) 
(keskiarvo±keskihajonta, n=3). Kaikissa liuoksissa lisätty poloksameeri 188:aa 60 % 
m/m indometasiinin massasta. P-arvot eri aikapisteiden pitoisuuksien eron 
merkitsevyydelle (yksisuuntainen ANOVA): bulkki pH 5,5: 0,53; INS300 pH 5,5: 0,69; 
bulkki MilliQ: 0,50. 
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puhtaasta indometasiinista mitattuun liukoisuusarvoon. Se on kuitenkin 
suuruusluokaltaan samankaltainen kuin puhtaalle indometasiinille ilmoitettu liukoisuus 
18 mg/l pH-arvossa 5,7 (Shen ja Winter 1977) ja yhtälöllä 14 taulukossa 2 esitetyn 
molekyylimuodon liukoisuuden perusteella laskettu arvo 10,3 mg/l. Muitakin arvioita 
indometasiinin liukoisuudesta on julkaistu, ja Comerin (2014) työtovereineen keräämien 
tietojen mukaan indometasiinin raportoitu liukoisuus vaihtelee alle 1 mg/l:sta yli 
400 mg/l:aan. Metodologisten ongelmien lisäksi suuren vaihtelun syynä voi olla eri 
polymorfien erilainen liukoisuus ja liukenemisen aikana mahdollisesti tapahtuvat 
polymorfimuutokset. 
Nanosuspension INS300 liukoisuus oli tämän määrityksen mukaan huomattavasti, noin 
50 %, bulkki-indometasiinin liukoisuutta suurempi. Ero oli tilastollisesti merkitsevä, kun 
verrattiin kaikissa aikapisteissä mitattuja pitoisuuksia kokonaisuutena kaksisuuntaisella 
t-testillä. Tässä testissä p-arvoksi saatiin 0,006. Tässä kokeessa mitattu liukoisuus ei silti 
ollut yhtä suuri kuin vastaavalle nanosuspensiolle aiemmin raportoitu liukoisuus (Liu ym. 
2013). Aiemmin raportoitu indometasiininanosuspension liukoisuus pH:ssa 5,0 oli noin 
20 mg/l. Yhtälöllä 14 laskettuna 20 mg/l liukoisuus pH:ssa 5,0 vastasi liukoisuutta 
55 mg/l pH:ssa 5,5. Nämä liukoisuudet olivat suurempia kuin yhtälöllä  1 ennustetut 
tulokset. Nanosuspensioiden liukoisuusmäärityksen onnistuminen riippuu erittäin paljon 
siitä, miten hyvin nanohiukkasten erottaminen liuotinfaasista onnistuu, ja onkin 
mahdollista, että näennäinen liukoisuuden kasvu johtuu epätäydellisestä kiinteän faasin 
erotuksesta. 
7.3 Liukenemisnopeus 
7.3.1 Valonsirontamenetelmä 
Vaikka valonsirontamenetelmä vaikutti yksinkertaiselta suorittaa, kokeiden aikana ha-
vaittiin useita ongelmia. Tässä menetelmässä käytettiin hyvin pieniä tilavuuksia nano-
suspensioita. Kokeiden aikana osoittautui, että suspension pipetointi ei ollut riittävän 
toistettavaa. 20 µl:n pipetoinnissa pipetoidun suspension massa saattoi vaihdella lähes 
±10 %:lla huolimatta siitä, että pipetin kärki esihuuhdeltiin suspensiolla ennen varsinaista 
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pipetointia. Vaihtelun syynä vaikutti olevan kiinteän materiaalin adsorptio pipetin kär-
keen. Pipetin tyhjentämisen jälkeen kärkeen jäi runsaasti suspensiota. Pipetoinnin aiheut-
tamaa virhettä yritettiin korjata valmistamalla liukenemisnopeusnäytteet punnitsemalla 
suspensiota Eppendorf-putkeen, ja tekemällä esilaimennos lisäämällä puhdistettu vesi tä-
hän putkeen. Tämä menetelmä ei osoittautunut toimivaksi, koska suspensiohiukkasia oli 
vaikea saada irrotettua muovisen Eppendorf-putken seinämästä. Esilaimennoksen sekoit-
tamiseen meni siten paljon pidempi aika kuin perusmenetelmässä, jossa suspensio lisät-
tiin veteen. Lisäksi havaittiin, että punnitutkaan suspensionäytteet eivät olleet pitoisuu-
deltaan täysin samoja. Tämän ajateltiin johtuvan siitä, että vaikka suspensiota sekoitettiin 
kääntelemällä juuri ennen näytteenottoa, ei sitä saatu täysin homogeeniseksi. Punnitus-
menetelmän epäonnistuttua kokeet päätettiin suorittaa perusmenetelmällä ja varmistaa 
todelliset pitoisuudet HPLC-analyysillä. 
Kaksinkertaisesta suodatuksesta huolimatta väliaineeseen jäi usein hiukkasia, kuten 
kuvan 9 kokojakauma osoitti. Jos näyte olisi valmisteltu laminaarikaapissa, pölyn määrä 
olisi todennäköisesti vähentynyt, mutta samalla aika laimennoksen suorittamisesta ensim-
mäisen mittauspisteen rekisteröitymiseen olisi kasvanut liiaksi. Tämän liukenemis-
nopeusmenetelmän kehittämisen taustalla on ollut ajatus, että mittauksessa voidaan 
käyttää helposti saatavilla olevaa laitetta ilman erityistoimia. Tämän vuoksi mittaukset 
haluttiin suorittaa tavallisissa laboratorio-olosuhteissa. 
  
Kuva 9. Esimerkki suodatetun liukenemisväliaineen hiukkaskokojakaumasta. X-akseli 
hydrodynaaminen säde (nm), y-akseli intensiteetti, 3 rinnakkaista kokomääritystä 
samasta näytteestä. Liuokseen jäi suuria pölyhiukkasia (nuoli). 
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Kuvassa 10 on esitetty tyypillinen yksittäisen 2 s pituisen liukenemisnopeusajon kuvaaja. 
On huomattava, että lyhyillä mittausajoilla saatava arvio hiukkaskoosta ei ole luotettava, 
vaikka ohjelmisto esittääkin kokojakauman kauniina, terävänä piikkinä. 
Epäluotettavuudesta kertoo mittausohjelman ”Expert advice”-välilehden tietojen lisäksi 
korrelaatiofunktion alku- ja loppuosassa oleva värähtely, koska funktion tulisi olla aidosti 
vähenevä (Malvern 2013). Tuloksia analysoitaessa osoittautui, että mittauksissa saadaan 
hyvin vähän datapisteitä liukenemisen nopeasta alkuvaiheesta. Useissa pienimmän nano-
suspension sink-konsentraation mittauksissa tuloksena saatiin vain liukenemisväliaineen 
sirontaintensiteettiä vastaavaa sirontaa, mikä viittasi siihen, että liukeneminen oli ehtinyt 
tapahtua jo ennen ensimmäisen mittauspisteen rekisteröitymistä. Parhaissakin 
tapauksissa liukenemisnopeuskäyrän ei-vakio-osalta saatiin vain muutamia 
mittauspisteitä. Nämä tulokset osoittivat, että sink-olosuhteissa nanosuspensiot 
liukenevat erittäin nopeasti, mutta liukenemisen kinetiikasta oli hankalaa, lähes 
mahdotonta saada luotettavaa tietoa. Välitason konsentraatiollakaan liukenemisen 
alkuvaiheesta ei saatu kovin monta mittaustulosta. Esimerkkejä pienimmän nano-
suspension liukenemisnopeusmittausten tuloksista on esitetty kuvissa 11 ja 12. 
 
Kuva 10. Esimerkki yksittäisestä liukenemisnopeusajosta. Ylin kuvaaja kertoo 
intensiteettiarvon kussakin mittauspisteessä, alhaalla oikealla on korrelaatiofunktion 
kuvaaja, jonka perusteella DLS-laitteen ohjelmisto määrittää näytteen 
hiukkaskokojakauman (kuvaaja alhaalla vasemmalla). 
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Kuva 11. Välikonsentraatiotasolla liukenemisen alkuvaiheista saadaan pienimmällä 
nanosuspensiolla INS300 vain muutamia datapisteitä valonsirontamenetelmää 
käytettäessä. 
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Kuva 12. Valonsirontamenetelmässä pienillä konsentraatiolla nanosuspensio INS300 
liukeni joskus jopa ennen ensimmäisen mittauspisteen rekisteröitymistä. 
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Hixson–Crowellin mallissa liukenemisnopeusyhtälö sovitetaan liukenemisnopeusdatan 
alkuosaan, jossa kyseinen malli on lineaarinen, ja sovituksessa jätetään huomiotta lopun 
tasannevaihe (Costa ja Sousa Lobo 2001). Koska alkuvaiheen mittaustuloksia oli hyvin 
vähän, ja menetelmän luontaisen intensiteettivaihtelun vuoksi oli vaikea määrittää, mihin 
asti pisteet kuvaavat liukenemismallin lineaarista vaihetta, tämä malli eivät soveltunut 
työssä saatujen mittaustulosten kuvaamiseen. Eksponenttiyhtälöt voidaan sovittaa koko 
mitattuun aineistoon, koska yhtälö ottaa huomioon mitatun signaalin tasoittumisen 
vakioarvoon. Yhden ja kahden eksponenttitermin yhtälöt, joihin mittaustulos sovitettiin, 
olivat 
𝐼 = 𝐼∞ + 𝐴𝑒
−𝑘1𝑡 ja ( 15 ) 
 
𝐼 = 𝐼∞ + 𝐴1𝑒
−𝑘1𝑡+𝐴2𝑒
−𝑘2𝑡, ( 16 ) 
 
joissa I∞ (kcps) kuvaa ΔMCR-arvoa kun liukeneminen on tapahtunut kokonaan, A (kcps) 
käyrän amplitudia ja k1 ja k2 (
1/s) liukenemisen nopeusvakiota. Näitä kahta mallia 
verrattiin toisiinsa käyttäen Originilla laskettua adjustoitua selitysastetta R2(adj), Originin 
mallinvertailutoiminnolla ja visuaalisesti tarkastelemalla sovitetun käyrän muotoa ja 
sopivuutta mittapisteisiin. Käyrille määritettiin virherajat käyrän ääriarvoja kuvaava 
yhtälöllä 
𝐼 ± 𝛥𝐼 = (𝐼∞ ± 𝛥𝐼∞) + (𝐴 ± 𝛥𝐴)𝑒
−(𝑘∓𝛥𝑘)𝑡, ( 17 ) 
 
jossa kunkin parametrin estimaattina käytettiin sovitetun parametrin keskiarvoa ja 
virhearviona (𝛥) keskihajontaa. 
Bieksponenttiyhtälön avulla saatiin hieman paremmat selitysasteet R2(adj) suurimmalle 
osalle mittausaineistosta. Myös mallinvertailutoiminnolla bieksponenttiyhtälö arvioitiin 
paremmin mittausaineistoa kuvaavaksi kuin yhden eksponentin yhtälö. 
Bieksponenttiyhtälön ennustamat y-akselin leikkauspisteet A olivat kuitenkin useissa 
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sovitetuissa käyrissä epärealistisen suuret. Sekä liukenemisnopeuskokeiden että 
jäljempänä esitettyjen lineaarisuusmittauksen tulosten perusteella leikkauspisteen 
odotettiin olevan korkeintaan muutamia tuhansia. Bieksponenttiyhtälö kuitenkin ennusti 
joillekin näytteille kymmenientuhansien, jopa useiden miljoonien luokkaa olevia kcps-
arvoja. Lisäksi useamman mittaussarjan kohdalla sovitus ei onnistunut. Syynä näihin 
ongelmiin ajateltiin olevan se, että alkuvaiheen nopean intensiteetin pienenemisen ajalta 
oli liian vähän mittauspisteitä, että ohjelma olisi pystynyt tekemään luotettavan 
sovituksen kahden eksponentin yhtälöön, jossa sovitettavia parametreja oli yhteensä 5. 
Tämän vuoksi käytettäväksi malliksi valittiin yhden eksponentin yhtälö. 
Yhden eksponentin yhtälökään ei ollut mahdollista sovittaa kaikkiin mittaussarjoihin. Jos 
liukenemisen alkuvaiheesta ei ollut riittävästi mittauspisteitä, sovitus ei luonnollisesti 
onnistunut. Osassa mittaussarjoja, jotka silmämääräisesti katsoen vaikuttivat 
sovituskelpoisilta, ohjelman ilmoitti sovituksen epäonnistuneen. Näissä tapauksissa 
laskettu amplitudi A oli aina hyvin suuri, jolloin muodostuneessa käyrässä oli hyvin 
jyrkästi laskeva alkuosa sekä hyvin terävä infleksiokohta. Tällaiset käyrät hylättiin. 
Joissakin mittauksissa vakioparametri I∞ poikkesi huomattavasti nollasta. Negatiiviset 
I∞:n arvot voitiin selittää taustaintensiteetin mittauksessa tapahtuneella poikkeamalla. 
Positiivisen suunnan poikkeamien syynä voi tämän lisäksi olla näytteen vajavainen 
liukeneminen. Joitakin näytteistä, joiden sironnan intensiteetti tasoittui nollasta 
huomattavasti poikkeavaan vakioarvoon (kuva 13), mitattiin uudelleen vuorokauden 
kuluttua, mutta intensiteetissä ei havaittu muutosta. Tämän vuoksi mittaus lopetettiin, kun 
intensiteetti näytti saavuttaneen vakioarvon. I∞:n hyväksymisrajaksi valittiin ensin |𝐼∞| ≤ 
20 kcps, mutta tämä osoittautui joillakin näytteillä vaikeaksi saavuttaa. Tämän vuoksi 
osassa mukaan otettuja mittaussarjoja I∞ oli tätä korkeampi. 
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Käyrän selitysasteen hyväksymisrajana pidettiin ensin arvoa R2(adj)=0,8. Koska 
menetelmässä mitattavassa vasteessa on luonnostaan runsaasti vaihtelua, voi melko 
alhainenkin selitysasteen olla hyväksyttävä (Anhalt ym. 2012). Kun toistoista huolimatta 
joillain näytteillä tähän ei päästy, mukaan jouduttiin joitakin pienemmänkin selitysasteen 
omaavia käyriä. Mukaan otetut käyräsovitukset arvioitiin vielä visuaalisesti. Visuaalinen 
tarkistus otettiin mukaan, koska joissain tapauksissa R2(adj)-arvo ei vastannut tekijän 
arviota sovituksen hyvyydestä. Joillakin silmämääräisesti hyvin mittausaineistoon 
sopivilla käyrillä R2(adj) oli huono, kun taas joskus sovitettu käyrä ei kulkenut 
mittausaineiston pisteiden kautta hyvästä R2(adj)-arvosta huolimatta. Kriteerit läpäisseet 
sovitetut käyrät otettiin mukaan nopeusmallitukseen. Kaikki tutkimukseen mukaan 
otettujen mittausten käyränsovitusparametrit on esitetty liitteessä 4. 
Koska yhtälön vakioparametri I∞ oli yleensä pieni verrattuna amplitudia kuvaavaan 
parametriin A, liukenemisaika DT määritettiin jättämällä I∞ huomiotta (Anhalt ym. 2012). 
Tällöin liukenemisaika eli aika, jona intensiteetti oli laskenut 1 %:iin alkuperäisestä, 
laskettiin yhtälöllä 
 
Kuva 13. Liukenemisnopeuskäyrä vain osittain liuenneesta näytteestä. ΔMCR ei 
saavuta nollatasoa. 
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𝐷𝑇 = −
𝑙𝑛 (0,01)
𝑘1
,  ( 18 ) 
jossa DT on liukenemisaika (s) ja k1 on sovituksesta saatu ensimmäisen kertaluvun 
liukenemisen nopeusvakio (1/s). Keskimääräinen liukenemisaika laskettiin yksittäisten 
sovitusten aritmeettisena keskiarvona ja virhearviona pidettiin niiden keskihajontaa. 
Kuvassa 14 on esitetty tutkittujen nanosuspensioiden keskimääräiset liukenemis-
nopeuskäyrät sink- ja välikonsentraatiossa. Lasketut suspensioiden liukenemisajat on 
esitetty kuvassa 15. 
  
 
 
Kuva 14. Eksponentiaaliyhtälöllä sovitetut liukenemiskäyrät eri nanosuspensioille 
(n=4). Käyrän virherajat on kuvattu käyrän värisellä pisteviivalla (sink) tai 
katkoviivalla (välikonsentraatio). Erikokoisten suspensioiden välikonsentraatioiden 
liukenemiskäyrät ilman virherajoja on vertailun helpottamiseksi yhdistetty samaan 
kuvaan alaoikealle. 
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Tässä tutkimuksessa vahvistettiin havainto, että sink-olosuhteissa liukenemisaikoja ei 
tällä valonsirontaan perustuvalla menetelmällä pystytty määrittämään luotettavasti 
(Anhalt ym. 2012). Pienillä konsentraatioilla luotettavan mallintamisen kannalta olen-
naisesta vaiheesta, eli aivan liukenemisen alusta, ei saada tarpeeksi monia mittauspisteitä. 
Tämä aiheuttaa suurta epävarmuutta nopeusmallin parametrien arvoihin, mikä heijastuu 
määritetyn liukenemisajan suurena keskihajontana. Erikokoisten suspensioiden liukene-
misajoilla ei olekaan tilastollisesti merkitsevää eroa sink-olosuhteissa (yksisuuntainen 
ANOVA, p-arvo 0,09). 
Erikokoisten suspensioiden liukenemisajalle välikonsentraatiossa saatiin tässä kokeessa 
tilastollisesti merkitsevä ero. Yksisuuntaisen ANOVA-analyysin p-arvo oli tässä 
tapauksessa 0,0002. Parittaisten vertailujen p-arvot on kerätty taulukkoon 10. Hitaimmin 
liuenneen keskikokokoinen nanosuspensio INS600 ero suurimpaan nanosuspensioon 
INS900 ei ollut tilastollisesti merkitsevä. Tämän suspension hiukkaskokojakauma oli 
muita leveämpi, joten se sisälsi merkittävän määrän 600 nm:a suurempia hiukkasia. 
Lisäksi sekä mikroskopoinnin että jäljempänä esitettyjen sedimentaatio- ja 
agglemeraatiokokeiden tulosten perusteella nanosuspensiolla INS600 oli suurin taipumus 
muodostaa agglomeraatteja, mikä saattaa selittää sen hitaan liukenemisen. Näiden 
 
 
Kuva 15. Eri nanosuspensioiden liukenemisajat valonsirontamenetelmällä mitattuna 
kummallakin tutkitulla konsentraatiotasolla erikseen. 
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tulosten perusteella menetelmä näytti soveltuvat erityisesti kapean hiukkaskokojakauman 
suspensioille. Kovin pieniä eroja liukenemisajoissa ei tällä menetelmällä saada näkyviin, 
koska tuloksissa on runsaasti hajontaa. 
Taulukko 10. Välikonsentraatiotason liukenemisaikojen eron merkitsevyys (parittaiset 
vertailut erikokoisten suspensioiden välillä, kaksisuuntaisen t-testin p-arvo) 
 INS600 INS900 
INS300 0,007 0,006 
INS600 - 0,086 
 
Suuresta liukenemisaikojen hajonnasta sink-olosuhteessa johtuen ero sink- ja 
välikonsentraation liukenemisaikojen välillä ei ollut tilastollisesti merkitsevä. 
Yksisuuntaisen ANOVA-analyysin p-arvo oli 0,64. Jopa nanosuspensiolla INS600, jolla 
ero sink- ja välikonsentraation liukenemisajassa oli suurin, kaksisuuntaisen t-testin p-arvo 
oli 0,059, mikä ei vielä ole tilastollisesti merkitsevä ero valitulla riskitasolla. 
Välikonsentraatiotason käyttö liukenemisnopeustutkimuksissa on näiden tulosten valossa 
perusteltua. 
Menetelmän lineaarisuusmittausten tulokset on esitetty kuvassa 16. Toistojen välisestä 
hajonnasta huolimatta menetelmää voidaan näiden mittausten perusteella pitää 
lineaarisena suppealla, alle 2 000 kcps levyisellä intensiteettialueella. Selkeämmän 
käsityksen detektorin lineaarisesta vasteesta hiukkaskonsentraation muutoksiin olisi 
voinut saada mittaamalla liukenemattomista, kapean kokojakauman omaavista 
kokostandardesta tehtyä laimennossarjaa. Kokostandardien mittauksilla on aiemmin 
osoitettu, että Zetasizerin detektorin vaste hiukkaskonsentraation muutoksiin oli 
lineaarinen, kuten teorian perusteella oli oletettu (Elsayed ja Cevc 2011; Anhalt ym. 
2012). 
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Sedimentaatiota ja hiukkaskoon muutoksia mittaavassa kokeessa havaittiin, että 
kylläisten nanosuspensioiden sironnan intensiteetissä ei tapahtunut kovin suurta muutosta 
(kuva 17). Hiukkaskoossa muutoksen suunta oli yleensä kasvava. Suspension INS900 
aikapisteen trendistä poikkeava, noin 30 % edellistä ja seuraavaa arvoa pienempi 
kokoarvo saattoi olla mittausvirhe. Ultraäänisekoituksen vaikutus intensiteettiin ei ollut 
kovin suuri, mutta mitattu hiukkaskoko sen sijaan pieneni sekoituksen yhteydessä. Tämä 
viittasi siihen, että hiukkaskoon suureneminen johtui agglomeraatiosta, ei kiteen 
kasvusta. Jos suspensiot olisivat olleet hyvin herkkiä Ostwaldin kypsymisen 
mekanismilla tapahtuvalle hiukkaskoon kasvulle, voitaisiin jo tässä noin 3 tunnin 
pituisessa kokeessa odottaa ultraäänisekoituksessa palautumatonta hiukkaskoon kasvua. 
Esimerkiksi 100 nm fenofibraattisuspensiolla kidekoon on havaittu kasvavan jo 
minuuttien kuluessa (Lindfors ym. 2006b). Sedimentoitumisen odotetaan pienentävän 
sekä mitattua intensiteettiä että hiukkaskokoa, koska suurimmat ja siten nopeimmin 
sedimentoituvat hiukkaset antavat signaaliin voimakkaamman sirontaintensiteetin kuin 
 
Kuva 16. Sironneen valon intensiteetin riippuvuus suspension konsentraatiosta. 
Regressiosuora on saatu sovittamalla suoran yhtälö kolmesta rinnakkaisesta laimennos-
sarjasta mitattuihin tuloksiin. Pitoisuudet ovat koko ajan yli 10 kertaa kylläinen 
pitoisuus mittauksen pH:ssa (3,5). 
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pienet hiukkaset, jotka pysyvät pisimpään mitattavassa liuoksessa. Tämän kokeen 
tuloksien perusteella sedimentaation vaikutus mittaustuloksiin ei vaikuttanut kovin 
merkittävältä, mutta täyttä varmuutta asiasta ei näin yksinkertaisella koejärjestelyllä 
saatu. Lisäksi tässä kokeessa käytetty melko pitkä mittausaika merkitsee, että liukenemis-
nopeuskokeen aikaskaalassa eli alle 10 minuutissa tapahtuvista muutoksista ei saada 
käsitystä. 
Indometasiiniliuoksen pitoisuuden muutos kyvetissä säilytyksen aikana on esitetty 
kuvassa 18. Pitoisuudessa havaittu lievä laskeva trendi ei ollut 5 % riskitasolla 
tilastollisesti merkitsevä (p-arvo 0,24). Tämä havainto oli yhdenmukainen fenofibraatti-
nanosuspensioista saatujen tulosten kanssa (Anhalt 2012). Fenofibraatin pitoisuus 
vastaavassa kokeessa ei merkitsevästi muuttunut, eikä kyvetin materiaalilla eikä 
käyttöhistorialla ollut vaikutusta mitattuihin liukenemisnopeuskäyriin. Näiden tulosten 
perusteella voitiin todeta, että adsorptiosta ei aiheudu merkittävää virhettä mittaukseen. 
 
Kuva 17. Sironnan intensiteetin (yhtenäiset viivat) ja hiukkaskoon (katkoviivat) arvot 
keskihajontoineen ajan funktiona kylläisessä liuoksessa ensimmäiseen mittausarvoon 
suhteutettuna. Siniset nuolet osoittavat ultraäänisekoituksen suoritusajankohdat. 
Intensiteetti- ja kokokuvaajia on siirretty pystysuunnassa erilleen toisistaan tulkinnan 
helpottamiseksi. 
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Tämän tutkimuksen perusteella valonsirontaan perustuva liukenemisnopeuden 
määritysmenetelmä ei vaikuttanut aivan niin lupaavalta kuin aiemmat tulokset antavat 
ymmärtää (Anhalt ym. 2012). Oli odottamatonta, että nollasta poikkeava vakio-
intensiteetti saavutettiin jo merkittävästi kylläistä pitoisuutta pienemmissä pitoisuuksissa. 
Esimerkiksi kuvan 13 tapauksessa pitoisuus oli noin 70 % kylläisestä pitoisuudesta. 
Teorian mukaisesti merkittävää eroa liukenemisessa pitäisi olla havaittavissa vasta hyvin 
lähellä kylläistä konsentraatiota (Lánský ja Weiss 1999). Fenofibraattia malliaineena 
käytettäessä liukeneminen tapahtui täydellisesti ja ΔMCR oli kokeen lopussa lähes nolla 
vielä pitoisuuden ollessa yli 90 % kylläisestä pitoisuudesta (Anhalt ym. 2012). Havaittu 
ero teoriaan ja aiemmin julkaistuihin tuloksiin voisi ainakin osittain johtua tässä 
tutkimuksessa käytettyjen suspensioiden leveämmästä hiukkaskokojakaumasta. Koska 
sironnan intensiteetti pysyi samalla, noin kymmenessä minuutissa saavutetulla 
vakiotasolla vähintään vuorokauden ajan, uskottiin kuitenkin, että taustalla on muutakin 
kuin yksittäisten suurempien hiukkasten hyvin hidas liukeneminen. Koska tätä 
menetelmää käyttäviä liukenemisnopeustutkimuksia on julkaistu ainoastaan 
fenofibraatista (Anhalt ym. 2012) ja nimeämättömästä yhdisteestä (Anhalt 2012), ei 
yhdisteen rakenteen vaikutusta mittaustuloksiin pystytty arvioimaan. 
 
Kuva 18. Indometasiinin adsorptio kyvettiin ei aiheuta merkitsevää muutosta kyvetissä 
olevan indometasiiniliuoksen pitoisuuteen 2 h tarkkailujakson aikana. 
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Aiemmin raportoiduista tuloksista poiketen tässä kokeessa ei yleensä päästy tilanteeseen, 
jossa liukenemisnopeuskokeen lopussa läsnä ei olisi lainkaan hiukkasia, pinta-aktiivisen 
aineen misellejä lukuun ottamatta (Anhalt ym. 2012). Osaltaan tähän voi vaikuttaa 
näytteessä oleva pöly. Koska sironnan intensiteetti on verrannollinen hiukkasen säteen 
kuudenteen potenssiin, yksittäinenkin suuri pölyhiukkanen antaa suuren kontribuution 
sironneeseen kokonaisintensiteettiin, mikä voi vääristää tuloksia. Kuvassa 19 esitetty 
esimerkki kokojakaumasta liukenemisnopeuskokeen lopussa kuitenkin viittaisi siihen, 
että läsnä oli myös nanosuspensiosta lähtöisin olevia hiukkasia. Tämä oli odottamatonta, 
koska sironnan intensiteetti oli tässä vaiheessa jo puhtaan liukenemisväliaineen tasolla. 
Nämä tulokset viittasivat siihen, että vaikka pääosa nanosuspensiosta oli liuennut, jäljelle 
saattoi jäädä myös liukenematonta materiaalia, jonka määrä oli niin pieni, että sitä ei 
pystytty intensiteettimittauksella havaitsemaan. Kylläisen indometasiinin ja 
poloksameeri 188 muodostaman liuoksen hiukkaskoko oli 25,0±0,1 nm ja puhtaan 
poloksameeri 188 -liuoksen hiukkaskoko oli 88±8 nm, joten liukenemiskokeen lopussa 
havaitut noin 200–300 nm hiukkaset eivät ole pelkän stabilisaattorin tai liuenneen aineen 
ja stabilisaattorin muodostamia rakenteita. 
Tässä tutkimuksessa suljettiin pois sekä sedimentaation että adsorption vaikutus merkit-
tävänä sirontaintensiteettiin vaikuttavana tekijänä. Menetelmän hankalimmaksi piirteeksi 
osoittautui oikean konsentraation löytäminen liukenemisnopeuskokeen suorittamiseksi. 
Kuva 19. Esimerkki hiukkaskokojakaumasta dissoluutiokokeen lopussa (INS300). x-
akselilla hydrodynaaminen säde (nm). Kolme toistoa samasta näytteestä. 
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Sopiva konsentraatioikkuna oli indometasiinilla pieni, mikä yhdistettynä pipetoinnin huo-
noon toistettavuuteen aiheutti sen, että useita mittaustuloksia oli hylättävä. Tulosten hyl-
käyksiä aiheutui myös hankalasti matemaattiseen malliin sovittuvan mittausaineiston 
vuoksi. Hylkäyskriteerien valinta oli melko subjektiivista, mikä heikensi menetelmän 
toistettavuutta. Mittaus oli kuitenkin helppo ja nopea tehdä, ja tarvittava laitteisto on saa-
tavilla lähes jokaisessa nanotutkimusta tekevässä laboratoriossa. Tarvittava näytteen ja 
liukenemisväliaineen määrä oli pieni, mikä oli sekä kustannusten että ympäristön kan-
nalta edullista. Menetelmän erityisenä etuna oli sen riippumattomuus kemiallisesta 
analyysimenetelmästä. Tässä työssä pitoisuus määritettiin HPLC:llä, jotta pystyttäisiin 
vertailemaan eri konsentraatioalueita keskenään, mutta on täysin mahdollista löytää so-
piva konsentraatio liukenemisnopeuskokeelle pelkästään mitattujen liukenemisnopeus-
käyrien perusteella, jolloin kemiallista analyysimenetelmää ei tarvita lainkaan. Tässä 
tutkimuksessa pystyttiin näkemään 300 nm nanosuspension liukenemisajan ero kum-
paankin suurempaan (600 ja 900 nm) nanosuspensioon. Kahden suuremman nanosus-
pension liukenemisajoissa ei havaittu merkitsevää eroa, mutta tämä saattoi johtua 600 nm 
nanosuspension leveästä hiukkaskokojakaumasta. Näiden tulosten perusteella tätä mene-
telmää liukenemisnopeuden tutkimiseksi voitiin pitää suuntaa-antavana menetelmänä. Se 
toimi parhaiten, kun PDI oli pieni (<0,3). 
7.3.2 Farmakopean lapamenetelmä 
Farmakopeamenetelmällä suoritetun liukenemisnopeuskokeen tuloksissa oli erittäin 
suurta vaihtelua rinnakkaisten näytteiden välillä (kuva 20). Joitakin mitattuja pisteitä piti 
jättää pois analyysista, koska mitattu konsentraatio ei ylittänyt analyysimenetelmän 
määritysrajaa. Kun pisteet sovitettiin eksponenttiyhtälöön, havaittiin, että ohjelma ei 
saanut tehtyä sovitusta eräästä suspension INS300 toistosta, joten näitä mittaustuloksia ei 
voitu ottaa mukaan liukenemisajan määritykseen. Lisäksi korrelaatiokerroin R2 oli huono 
(<0,6) eräässä suspension INS900 käyrässä, mutta tästä huolimatta tiedot otettiin mukaan 
analyysiin. Yhtälöt muodostettiin laskemalla keskiarvot kunkin yksittäisen sovituksen 
parametreista. Se, että laskennalliset käyrät leikkaavat y-akselin huomattavasti 100 % 
pistettä korkeammalla, viittaa siihen, että liukenemisen alussa saattaa olla viiveaika. Tätä 
ei kuitenkaan analysoitu tarkemmin, koska mittaustulosten hajonnan vuoksi luottamus 
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saatuihin tuloksiin oli heikko. Viiveen olemassaolo saattaisi johtua hitaasta 
sekoittumisesta liukenemisnopeuslaitteessa. 
Liukenemisnopeusyhtälöiden nopeusvakion avulla määritettiin suspensiolle 
liukenemisajat samoin kuin valonsirontamenetelmässä (kuva 21). Erot erikokoisten 
suspensioiden liukenemisajoissa eivät olleet tilastollisesti merkitseviä 5 % riskitasolla. 
Tässä tutkimuksessa saadut liukenemisajat ovat pidempiä kuin aiemmin vastaavista 
indometasiininanosuspensioista raportoidut tulokset, mutta ero johtuu osittain tässä 
tutkimuksessa käytetystä alhaisemmasta lämpötilasta (Liu ym. 2013). 
 
Kuva 20. Tutkittavien suspensioiden liukenemiskäyrät lapamenetelmällä määritettynä. 
Esitettynä on mittaustulosten keskiarvot (pisteet) ja eksponenttiyhtälöön tehdyn 
sovituksen perusteella määritetyt liukenemisnopeuskäyrät (yhtenäinen viiva) 
virherajoineen (vastaavan väriset katkoviivat). Kukin piste on 3 rinnakkaisen 
määrityksen keskiarvo, virhepalkki on keskihajonta. 100 % arvo on määritetty kokeessa 
käytetyn esilaimennetun suspension mitattuun pitoisuuteen perustuen. 
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Tulosten suuren hajonnan vuoksi tuloksista oli mahdotonta tehdä luotettavia vertailuja 
erikokoisten suspensioiden liukenemisnopeuksien mahdollisista eroista. Lapamentelmän 
suuri hajonta on havaittu aiemmassakin tutkimuksessa toisella malliaineella (Heng ym. 
2008). Yhdenkään suspension liukeneminen ei ollut täydellistä, vaan kokeessa 
saavutettiin noin 70 % liukeneminen. Mahdollisia syitä tähän voivat olla lääkeaineen 
adsorptio käytettyyn laitteistoon tai suodatuksessa käytettyyn membraaniin. Nano-
suspensiota sisältävien näytteiden suodatus tehtiin eri suodattimilla kuin 
standardiliuosten suodatus. Sekä membraanin materiaali että huokoskoko oli erilainen. 
Suodatusmenetelmän valintaa olisi ollut syytä miettiä tarkemmin, koska suodatuksesta 
aiheutuva virhe olisi saatu minimoitua käyttämällä kaikissa suodatuksissa samaa 
suodatinta. On myös mahdollista, että suurimmat hiukkaset laskeutuvat sekoituksesta 
huolimatta astian pohjalle ja liukenevat siellä hitaasti. Vaikka suuria hiukkasia ei olisi 
lukumääräisesti paljon, voivat ne silti sisältää merkittävän osuuden lääkeaineen 
kokonaismassasta (Liu ym. 2013). Agglomeroitumisen mahdollisuuskin on olemassa, 
varsinkin kun pienin vapautunut kokonaismäärä havaittiin suurimman 
agglomeroitumistaipumuksen omaavalla nanosuspensiolla INS600 (Heng ym. 2008). 
Farmakopeamenetelmällä ei pystytty osoittamaan eroja erikokoisten indometasiininano-
suspensioiden välillä. Erot olisi saattanut saada näkyviin myös tällä menetelmällä, jos 
menetelmää olisi kehitetty pidemmälle. Muun muassa suspension lisäystapa, 
 
Kuva 21. Farmakopean mukaisella lapamenetelmällä määritetyt liukenemisajat. 
Valmisteiden välillä ei ole tilastollisesti merkitsevää eroa 5 % luottamustasolla (p-arvo, 
yksisuuntainen ANOVA: 0,54). 
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näytteenottopaikka ja suodatuksessa käytetty membraani voivat vaikuttaa tuloksiin. 
Kokeessa käytetyn pH:n alentaminen olisi myös parantanut kokeen erottelukykyä, mutta 
tällöin analytiikan herkkyys olisi aiheuttanut ongelmia (Liu ym. 2013). Kokeen 
suoritustapa valittiin tässä tutkimuksessa ilman esikokeita vain omaan harkintakykyyn 
perustuen. Tärkein päätelmä tämän kokeen tuloksista onkin, että liukenemis-
nopeuskokeen suunnitteluvaiheessa on tarpeen tehdä esikokeita, jotta eri tekijöiden 
vaikutus koetuloksiin saadaan selville. 
7.3.3 Dialyysimenetelmä 
Sekoitusnopeudella saattaa olla vaikutusta dialyysin nopeuteen (Ahnfelt ym. 2015) ja 
nestevirtausten pitäminen mahdollisimman samanlaisena parantaa tulosten toistettavuutta 
(Abdel-Mottaleb ja Lamprecht 2011). Kokeissa käytetty sekoitusnopeus valittiin siis 
mahdollisimman suureksi siten, että dialyysiputken pyöriminen astiassa oli tasaista, ei 
tempoilevaa. Dialyysin esikokeissa havaittiin, että tällä sekoitusnopeudella dialyysi-
putken sisällä ei voi olettaa hyvin sekoitettua faasia, kuten kuva 22 värillisestä yhdisteestä 
osoittaa. Voimakkaampi, tempoileva sekoittaminen olisi saattanut sekoittaa 
dialyysiputken sisältöä paremmin, mutta vähemmän toistettavasti. Tämän vuoksi 
sekoitusnopeutta ei haluttu nostaa suuremmaksi. Koska menetelmällä saadut tulokset 
olivat hyvin toistettavia, pitoisuusgradientin muodostumisella ei ehkä ole suurta 
käytännön merkitystä. Dialyysimenetelmän näytteenottokorkeuden vaikutus tuloksiin 
vakioitiin ottamalla näyte aina samasta kohtaa, koska näytteenottokohdalla voi olla 
vaikutusta mitattuun pitoisuuteen (de Andrade ym. 2015). 
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Dialyysimenetelmässä yksi nanosuspensionäyte poikkesi muista, ja sen dialysoituminen 
oli nopeampaa kuin muiden suspensioiden tai liuosten. Muut 2 näytettä olivat hyvin 
samankaltaisia liuosnäytteiden kanssa pitoisuusprofiililtaan, tosin nanosuspensiolla 
hajonta oli liuosta suurempaa. Dialyysikokeen mittaustulokset ja niihin sovitetut 
liukenemisnopeuskäyrät on esitetty kuvassa 23. Poikkeavan näytteen vuoksi lääkeaine 
näyttää siirtyvän dialyysikalvon läpi vastaanottavaan faasiin jopa nopeammin kuin 
liuoksesta, mutta tämä ero ei ole tilastollisesti merkitsevä. Tämä viittaisi siihen, että nano-
kiteet liukenivat käytännössä heti, kun näytteen laimennus dialyysiä varten oli tehty. 
Nämä tulokset eroavat huomattavasti aiemmista indometasiininanokiteiden dialyysi-
tuloksista (Kumar ym. 2014). Aiemmassa tutkimuksessa, jossa stabilisaattorina oli hypro-
melloosi tai Dowfax 2A1 ja dialyysikalvona selluloosaesteri, vapautuminen nanokide-
formulaatioista oli vain noin 50–80 %, kun tässä tutkimuksessa yli 90 % indometasiinista 
liukeni nanokiteistä ja siirtyi vastaanottavaan osastoon. Aiemmassa tutkimuksessa indo-
metasiinin dialysoityminen nanokideformulaatiosta oli sen sijaan merkittävästi hitaampaa 
kuin indometasiiniliuoksesta, mikä viittaisi siihen, että liukeneminen ei tapahtunut välit-
tömästi. Dialyysikalvon materiaali vaikuttaa diffuusionopeuteen, mikä saattaa selittää 
osan dialysoitumisnopeuden erosta (Xie ym. 2015). Eroa kokonaisvapautumisen 
 
Kuva 22. Vasemmalla: Sekoituksesta huolimatta dialyysiputken sisään muodostuu 
pitoisuusgradientti. Malliaineena kuparisulfaatti, ulkoisen faasin sekoitusnopeus 
200 rpm. Kuvassa nesteestä poistettu dialyysiputki, jonka ääriviivat on kuvassa 
vahvistettu mustalla viivalla. Oikealla: Pohjalta keskeltä tapahtuva sekoitus kierrättää 
väliainetta siten, että bulkkifaasista, jossa oletetaan olevan sink-olosuhteet, tuleva virtaus 
kohtaa dialyysiputken yläosan. Vapautunut lääkeaine huuhtoutuu virtauksen (siniset 
nuolet) mukana pitkin putken ulkopintaa. 
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määrässä voi osaltaan selittää käytetty sekoitusnopeus ja käytettyjen laitteiden erilainen 
geometria ja hydrodynaaminen ympäristö. Aiemmat tulokset on saatu käyttäen 50 rpm 
sekoitusnopeutta, kun taas tässä työssä sekoitusnopeus oli 200 rpm (Kumar ym. 2014). 
Luovuttavan faasin heikko sekoitus saattaa aiheuttaa nanokiteiden kertymistä 
dialyysiputken alaosaan, johon voi muodostua ylikylläinen, paikallaan oleva 
liuostilavuus, josta liuennut aine siirtyy muuhun osaan luovuttavaa nestefaasia pääasiassa 
diffuusiolla. 
Dialyysimenetelmässä aikaskaala on pidempi kuin muissa kokeissa. 
Valonsirontamenetelmällä suspensioille määritetyt liukenemisajat olivat muutamia 
minuutteja, farmakopeamenetelmällä noin tunti, kun taas kuvan 24 mukaisesti dialyysissä 
99 % vapautumisen näennäinen aika liuosnäytteelläkin oli 5 tunnin luokkaa. Tämä 
vahvisti sen käsityksen, että dialyysissä määräävänä vaiheena on lääkeaineen 
liukenemisen sijasta diffuusio puoliläpäisevän kalvon läpi (Washington 1989; 
Washington 1990). Kokeen tuloksia yritettiin sovittaa julkaistun menetelmän mukaiseen 
 
Kuva 23. Dialyysikokeen mittaustulosten keskiarvot (pisteet) ja niihin sovitettu 
eksponenttiyhtälö (yhtenäinen viiva) virherajoineen (katkoviiva). Adjustoitu selitysaste 
R2(adj) oli hyvä: >0,96 nanosuspensionäytteille ja >0,98 liuosnäytteille. 
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matemaattiseen malliin, jolla liuennut lääkeainemäärä luovuttavassa faasissa arvioidaan 
liuoksen dialyysin perusteella määritettyjen nopeusparametrien ja vastaanottavan faasin 
pitoisuuksien perusteella (Xie ym. 2015). Sovituksesta ei kuitenkaan saatu mielekkäitä 
tuloksia. Tämän arvioitiin johtuvan siitä, että näytteiden välinen aika oli liian pitkä ja 
näytteiden kokonaismäärä liian pieni. Kyseinen malli oli kehitetty jatkuvatoimiseen 
pitoisuusmittaukseen perustuen, joten näiden tulosten perusteella voidaan päätellä 
ainoastaan, että malli ei sovi harvalla näytteenottovälillä saatuun tulosaineistoon. 
Mallissa oletettiin, että sekä luovuttava että vastaanottava faasi ovat hyvin sekoitetut. 
Dialyysin esikokeiden mukaan dialyysiputken sisään voi muodostua konsentraatio-
gradientti, joten sitä ei voi pitää hyvin sekoitettuna (kuva 22). Dialyysimenetelmässä 
käytettävää liukenemisväliaineen pH-arvoa rajoittaa käytössä olevan kemiallisen 
analyysimenetelmän määritysraja. Liukenemisen haluttiin tapahtuvan sink-olosuhteissa, 
joten luovuttavan faasin pitoisuus valittiin siten, että tämä pitoisuusvaatimus täyttyi. 
Koska vastaanottavan faasin tilavuus oli noin 30-kertainen luovuttavaan faasiin nähden, 
jäi pitoisuus siinä pieneksi. Jos liukenemista olisi haluttu tutkia alhaisemmassa pH:ssa, 
jossa indometasiini on niukkaliukoisempi, olisi ollut välttämätöntä käyttää luovuttavassa 
faasissa ylikylläistä indometasiinikonsentraatiota. Näiden ongelmien vuoksi dialyysi-
kokeita ei jatkettu tämän pidemmälle. 
 
  
Kuva 24. Dialyysimenetelmässä aika, jona 99 % vapautuminen vastaanottavaan faasiin 
saavutetaan, on sama sekä liuosnäytteelle että nanosuspensiolle. 
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7.3.4 Valonsirontamenetelmän ja lapamenetelmän vertailu 
Kuvassa 25 on verrattu valonsirontamenetelmällä ja lapamenetelmällä mitattuja eri-
kokoisten nanosuspensioiden liukenemisaikoja. Koska suspension INS300 lapa-
menetelmän koetuloksista piti yksi sarja hylätä kokonaan, ei ero eri menetelmien välillä 
ole suuruudestaan huolimatta tilastollisesti merkitsevä. Kaksisuuntaisen t-testin p-arvo 
oli 0,17. Jos kolmaskin näytesarja olisi onnistunut, ero olisi todennäköisesti ollut 
merkitsevä. Muilla suspensiolla vastaavat p-arvot olivat 0,04 (INS600) ja 0,01 (INS900), 
joten ero oli tilastollisesti merkitsevä. Tässä tutkimuksessa valonsirontamenetelmä oli 
paremmin erotteleva kuin lapamenetelmä, jolla nanosuspensioiden liukenemisajat eivät 
eronneet toisistaan tilastollisesti merkitsevästi. Valonsirontamenetelmällä mitatut 
liukenemisajat olivat huomattavasti lyhyemmät kuin lapamenetelmällä. Kumpaankin 
menetelmään liittyy omat epävarmuustekijänsä. Lapamenetelmällä liuennut määrä 
saatettiin arvioida liian suureksi, jos osa liukenemattomista hiukkasista läpäisi käytetyn 
suodattimen, ja ehti liueta analysointia odottaessa. Toisaalta suuret hiukkaset saattoivat 
kerääntyä astian pohjalle sekä lapamenetelmässä että varsinkin ilman sekoitusta 
suoritetussa valonsirontamenetelmässä. Olisikin tarpeen tutkia tarkemmin, millaisia 
hiukkasia liukenemiskokeen lopulla vielä on jäljellä. Tulokset osoittavat selkeästi, että 
vain samalla menetelmällä mitattuja liukenemistuloksia on mielekästä vertailla 
keskenään. 
 
Kuva 25. Valonsirontamenetelmällä ja farmakopean lapamenetelmällä mitattujen 
liukenemisaikojen vertailu. Pitoisuus 30–50 % kylläisestä pitoisuudesta. 
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8 JOHTOPÄÄTÖKSET 
Yksikään tässä tutkimuksessa käytetyistä liukenemisnopeuden määritysmenetelmistä ei 
ollut kaikkien toiveiden mukainen. Dialyysimenetelmässä nähtiin nopean liukenemisen 
sijasta vain hidas diffuusio puoliläpäisevän kalvon yli, joten nanosuspensionäytteen 
vapautumista kuvaava käyrä ei eronnut liuoksella mitatusta tuloksesta. Lisäksi 
vastaanottavan faasin pieni pitoisuustaso asetti suuria vaatimuksia käytetyn 
analyysimenetelmän herkkyydelle. Farmakopean lapamenetelmällä liukeneminen ei 
näyttänyt olevan täydellistä eivätkä erikokoisten nanosuspensioiden liukenemisajat 
eronneet toisistaan. 
Valonsirontamenetelmällä pystyttiin näkemään eroja joidenkin tutkittujen nano-
suspensioiden liukenemisajoissa. Sink-olosuhteessa tulokset olivat epäluotettavia, koska 
laitteesta johtuvasta syystä liukenemisen ensimmäisistä sekunneista ei saada 
mittaustuloksia. Sink-olosuhteissa pystyttiin kuitenkin toteamaan, että liukeneminen oli 
tapahtunut alle puolessa minuutissa, mikä käytännössä voi olla riittävä tulos esimerkiksi 
formulaatiokehityksen alkuvaiheessa erikokoisia tai eri stabilisaattorin kanssa 
valmistettuja nanosuspensioita vertailtaessa. Valonsirontamenetelmään liittyvistä epä-
varmuustekijöistä huolimatta se on varteenotettava menetelmä liukenemisnopeuksien 
karkeaan luokitteluun varsinkin silloin, jos kemiallista analyysimenetelmää ei ole 
olemassa. Pieni tarvittava näytteen ja liukenemisväliaineen määrä on myös menetelmän 
etuja. Pieni mittakaava vähentää kustannuksia, varsinkin jos halutaan tutkia liukenemista 
yksinkertaisen puskuriliuoksen sijasta kalliimmassa biorelevantissa liukenemis-
väliaineessa. Menetelmän soveltuvuutta erityyppisille vaikuttaville aineille olisi syytä 
tutkia systemaattisesti. Kiintoisaa olisi myös tutkia menetelmän soveltuvuutta kylläisessä 
konsentraatiossa. 
Tässä tutkimuksessa ei löydetty täydellistä ratkaisua nanokiteiden liukenemisnopeuden 
määrittämiseksi. Tutkimusta onkin jatkettava, ja parempia menetelmiä odotellessa 
tutkijan tulee valita käytettävissä olevista menetelmistä se, joka kulloiseenkin tilanteeseen 
parhaiten soveltuu. Tämä edellyttää menetelmien ja etenkin niiden rajoitusten tuntemusta. 
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Liite 1. Suspensioiden valmistus. 
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INS01 1 1 100 10 Pienempi jauhatusastia, 
indometasiini 1 g/5 ml, ei 
poloksameeri 188 
16.2. 
INS02 1 1 100 10 Pienempi jauhatusastia, 
indometasiini 1 g/5 ml 
19.2. 
INS03 1 1 100 9 Pienempi jauhatusastia, 
indometasiini 0,5 g/5 ml 
19.2. 
INS04 
INS350 
1 1 100 10 Indometasiinia 1g/10ml 26.2. 
INS05 5 850   26.2. 
INS06 - - - Suspensio valmistettiin ilman 
kuulamyllyä, vain lasisauvalla 
sekoittaen 
8.3. 
INS07 1 850  Suspensiosta otettiin 100 µl näyte 
joka syklin jälkeen 
8.3. 
INS08 10 850 10 Suspensiosta otettiin 100 µl näyte 
joka syklin jälkeen 
8.3. 
INS09 5 850 5  31.3. 
INS10 
INS900 
10 850 5  31.3. 
INS11 10 850 3  31.3. 
INS12 10 425 3  31.3. 
INS13 
INS600 
10 850 5 tehty 2 10 ml erää, jotka 
yhdistetty 
5.4. 
INS14 
INS300 
1 850 5 tehty 2 10 ml erää, jotka 
yhdistetty 
9.4. 
  
 
Liite 2. Indometasiinin havaitsemis- ja määritysrajat 
𝐿𝑂𝐷 =
3,3∗𝑘
𝑠
 (havaitsemisraja) 
𝐿𝑂𝑄 =
10∗𝑘
𝑠
 (määritysraja) 
 
k on pienillä pitoisuuksilla muodostetun standardisuoran kulmakerroin (29,18) 
s on tämän standardisuoran y-akselin leikkauspisteen keskihajonta (0,6998) 
 
LOD=0,079123867 
LOQ=0,239769294 
 
Pienten pitoisuuksien standardisuora 
 
 
Esimerkki kromatogrammista. Indometasiini eluoituu noin 3,05 min kohdalla. 
y = 29,184x + 2,4962
R² = 0,9458
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Liite 3. Jauhettujen ja jauhamattomien formulaatioiden termogrammien vertailu 
  
  
 
Liite 4. Valonsirontamenetelmän mittaustuloksista saadut käyränsovitusparametrit 
